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Le cancer du sein est l’une des pathologies les plus mortelles chez les femmes. Malgré les 
nombreuses avancées des dernières décennies, il demeure un pourcentage de femmes qui ne 
peuvent bénéficier de traitements ciblés et moins agressifs telles les thérapies hormonales. En 
effet, les tumeurs présentant un profil triple négatif (TN) n’expriment pas les récepteurs à 
l’œstrogène (ER), à la progestérone (PR) et au facteur de croissance épidermique humain 2 
(HER2) qui sont visés par de tels traitements. Une cible thérapeutique pour ce type de tumeur 
est donc toujours sujette à la recherche. Parmi de nombreuses avenues, il y a le récepteur 
nucléaire orphelin LRH-1 (Liver receptor homolog-1), lequel joue un rôle dans une variété de 
fonctions physiologiques et pathophysiologiques. Plus particulièrement, dans la tumorigenèse, 
LRH-1 est impliqué dans les processus d’initiation tumorale jusqu’à la formation de métastases. 
D’ailleurs, ses fonctions divergent lorsque LRH-1 est exprimé dans une tumeur TN, leur 
conférant un caractère plus agressif et le rendant ainsi une cible prometteuse. De plus, étant 
donné que la tumeur n’est pas uniquement composée de cellules cancéreuses, nous devons 
considérer le microenvironnement qui les entoure. Le composant le plus abondant de cet 
environnement est le fibroblaste activé, le CAF (Cancer-associated fibroblast), reconnu pour 
ses rôles majeurs dans la tumorigenèse. Nous tenterons donc, dans le cadre de ce projet, 
d’explorer davantage le rôle de LRH-1 et du sécrétome des CAFs dans la prolifération et la 
migration cellulaire de lignées cellulaires de carcinomes mammaires murins et humains donnés 
et tenterons d’évaluer s’il peut exister une relation entre les deux.  
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1.1 Le cancer du sein 
Le cancer du sein figure au premier rang des types de cancers chez la femme (Bray et al, 2018 
; Ferlay et al, 2015 ; Siegel et al, 2019). Cette pathologie démontre une très forte hétérogénéité 
qui apporte une limitation dans l’application des traitements. En effet, la classification des 
tumeurs mammaires est ardue et toujours sujette à des clarifications avec l’avancement des 
études. Toutefois, celle-ci est importante pour une meilleure compréhension de la tumorigenèse 
mammaire et l’association à des facteurs cliniques clés pour l’application de thérapies 
adéquates.  
1.1.1 La classification tumorale 
Cette classification a pour but d’identifier des marqueurs permettant d’associer certains facteurs 
cliniques comme, par exemple, la survie, la rechute de la maladie ou la résistance thérapeutique 
(Lam et al, 2014). Des études répétées ont permis de séparer les tumeurs mammaires en cinq 
sous-types phénotypiques moléculaires basés sur la signature génique d’échantillons cliniques 
(Hu et al, 2006 ; Perou et al, 2000 ; Sørlie et al, 2001 ; Sørlie et al, 2003). Ces sous-types ont 
été confirmés dans d’autres études qui se sont plutôt penchées sur l’identification de 
biomarqueurs en immunohistochimie (Abd El-Rehim et al, 2005 ; Blows et al, 2010 ; Diallo-
Danebrock et al, 2007 ; Nielsen et al, 2004). Les marqueurs principalement utilisés pour 




pour la progestérone (PR) ainsi que la présence d’une surexpression du récepteur du facteur de 
croissance épidermique humain 2 (HER2) ou une amplification de son gène HER2, en plus de 
diverses cytokératines (Blows et al, 2010 ; Nielsen et al, 2004). Le consensus actuel permet de 
classifier les tumeurs mammaires selon les sous-types phénotypiques luminaux A, B/HER2+, 
B/HER2-, le sous-type basal et celui d’allure normale (Perou et al, 2000), en plus d’un potentiel 
sixième type dit claudin-low qui partage beaucoup de caractéristiques avec les cellules souches 
(Herschkowitz et al, 2007 ; Prat et Perou, 2011).  
Les sous-types luminaux sont homogènes sur plusieurs niveaux comme leur signature génique, 
un meilleur pronostic en général et l’application adéquate des thérapies moins agressives sur les 
patientes comme les traitements hormonaux ou ceux ciblant HER2 (Brenton et al, 2005 ; Waks 
et Winer, 2019). Alors que le sous-type d’allure normal ne pourrait être qu’un artéfact technique 
(Parker et al, 2009), le sous-type basal, quant à lui, nécessite une meilleure hiérarchisation ainsi 
qu’une thérapie ciblée pour ces tumeurs (Badve et al, 2011 ; Irvin et Carey, 2008 ; Lam et al, 
2014). En effet, cette classification peut encore être sujette à des changements par la découverte 
de nouveaux petits sous-groupes permettant de raffiner notre compréhension de la maladie et 
l’application des traitements. 
1.1.2 Les sous-types basal et triple négatif 
Le sous-type phénotypique basal représente 10-20 % des tumeurs mammaires selon diverses 
études faites dans des populations données (Bauer et al, 2007 ; Blows et al, 2010 ; Carey et al, 
2006 ; O’Brien et al, 2010). Ces tumeurs possèdent des caractéristiques plutôt conservées telles 
l’absence ou la sous-expression de ER, PR et HER2 et la surexpression de gènes retrouvés 
normalement dans les cellules épithéliales basales ou myoépithéliales comme des cytokératines 
5/6 et le récepteur au facteur de croissance épidermique (EGFR) (Perou et al, 2000 ; Sørlie et 




Ki-67, ce qui signifie que ce sont des tumeurs très peu différenciées et malignes et donc 
présentant un haut taux mitotique (Badve et al, 2011 ; Foulkes et al, 2010). Elles sont 
généralement associées à un mauvais pronostic, entre autres dû à une pauvre réponse à la 
chimiothérapie (Fountzilas et al, 2012), à une prévalence plus importante chez les jeunes 
femmes (< 50 ans) (de Ronde et al, 2010), ainsi qu’une plus forte association aux mutations du 
gène BRCA1 (de Ronde et al, 2010 ; Foulkes et al, 2004) ou P53 (Sørlie et al, 2001 ; Troester et 
al, 2006), des suppresseurs tumoraux bien connus.   
Toujours à des fins de diagnostic et de choix des traitements applicables en clinique, le terme 
triple négatif (TN) a commencé à être utilisé afin de désigner une tumeur qui exprime peu ou 
pas du tout ER, PR et HER2 (Brenton et al, 2005). Bien que la grande majorité des cancers du 
sous-type basal sont TN et vice versa (Bertucci et al, 2008), il existe tout de même une 
discordance d’environ 30 % entre les deux profils (de Ronde et al, 2010 ; Kreike et al, 2007; 
Parker et al, 2009). Les deux appellations ne sont donc pas des synonymes même si certains 
groupes les considèrent comme tels (Rakha et al, 2008a). D’ailleurs, les tumeurs TN présentent 
une plus forte hétérogénéité au niveau génétique que ne peuvent l’être les types luminaux 
(Turner et al, 2010). En effet, les tumeurs TN peuvent se retrouver dans tous les sous-types 
moléculaires, incluant le fameux sous-type dit claudin-low où elles correspondent à une majorité 
dans cette catégorie (Sotiriou et Pusztai, 2009 ; Weigelt et al, 2010). 
Ici, nous nous intéresserons davantage aux tumeurs dites TN par les critères déjà mentionnés, 
soit l’absence ou la sous-expression de ER, PR et HER2. Les tumeurs TN représentent environ 
15 % de toutes les tumeurs invasives (Rakha et al, 2008 b ; Reis-Filho et Tutt, 2008). Tout 
comme le sous-type basal, les tumeurs TN sont associées à un très mauvais pronostic. D’une 
part du fait qu’il n’existe aucun traitement ciblé pour ces patientes qui vont devoir avoir recours 
qu’aux traitements de radiothérapie ou chimiothérapie, des thérapies plus agressives pour 




cible thérapeutique pour ces patientes et certaines montrent un intérêt particulier pour les 
récepteurs nucléaires (RNs) (Aesoy et al, 2015 ; Doan et al, 2017 ; Muscat et al, 2013). 
1.2 Les récepteurs nucléaires 
Les RNs sont une très grande famille de protéines régulatrices de la transcription. Ils régulent 
une multitude de voies physiologiques et pathophysiologiques (Doan et al, 2017 ; Fayard et al, 
2004). Chez l’humain, il existe 48 membres de RNs, divisés en six superfamilles (NR0-NR6) 
(Fayard et al, 2004), qui présentent une structure et une fonctionnalité bien conservées à travers 
l’évolution (Mangelsdorf et al, 1995).  
1.2.1 La structure des récepteurs nucléaires 
La structure grandement conservée des RNs consiste en quatre domaines (Giguère et al, 1986 ; 
Kumar et al, 1987 ; Mangelsdorf et al, 1995). Comme présenté dans la figure 1, de l’extrémité 
N-terminale à la C-terminale, il y a d’abord le domaine A/B qui contient la première fonction 
d’activation (AF-1) qui consiste en des sites de phosphorylation pour une kinase. C’est ce 
domaine qui peut être reconnu par les coactivateurs et/ou d’autres facteurs de transcription (FT) 
(Gronemeyer et al, 2004). Suit le domaine de liaison à l’ADN (DBD/C), composé de deux doigts 
de zinc chez tous les RNs, qui précède une région charnière (D) permettant le repliement de la 
protéine. Finalement, le dernier domaine (E) consiste en une poche hydrophobe qui contient la 
deuxième fonction d’activation qui est dépendante d’un ligand (AF-2) et est critique pour 
l’interaction des corégulateurs transcriptionnels ou des complexes de remodelage de la 






Figure 1 : Représentation de la structure primaire d’un récepteur nucléaire.  
Illustration de la structure primaire d’un RN comprenant quatre domaines (A/B, C, D et E). 
Inspiré et adapté de Fayard et al (2004). AF-1, fonction d’activation 1; DBD, domaine de 
liaisons à l’ADN (DNA Binding Domain); AF-2, fonction d’activation 2.  
1.2.2 L’activation et le mode d’action des récepteurs nucléaires  
Les RNs vont lier une séquence consensus spécifique sur l’ADN à l’aide du DBD dans des 
régions régulatrices de leurs gènes cibles. Ils peuvent lier leurs éléments de réponse comme 
monomères, homodimères ou hétérodimères avec d’autres RNs, généralement le récepteur 
rétinoïde X (Doan et al, 2017 ; Fayard et al, 2004) ou le récepteur activateur de protéine 1 (AP-
1) (Cobo et al, 2018). Les éléments de réponses reconnus par les RNs dérivent tous d’une 
séquence canonique hexamèrique 5’-PuGG TCA-3’ (où Pu désigne une purine) dont les 
modifications donnent la spécificité de chaque RN en plus de la nature de leur dimérisation et 
leur ligand (Gronemeyer et al, 2004).  
La phosphorylation ou d’autres modifications post-traductionnelles influencent d’une part la 
localisation du RN et ses interactions (Gronemeyer et al, 2004). Certains récepteurs sont 
exclusivement nucléaires tandis que d’autres nécessitent une translocation au noyau lors de leur 
activation (Sever et Glass, 2013). Mais c’est surtout la liaison d’un ligand qui joue un rôle 
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primordial dans leurs interactions. En effet, la liaison d’un ligand va modifier la conformation 
du RN pour permettre son interaction avec ses partenaires (Sever et Glass, 2013). Ces molécules 
sont majoritairement des petits ligands lipophiles comme des hormones, des métabolites ou des 
ligands synthétiques, en plus des acides rétinoïdes, d’oxystéroles et d’hormones thyroïdiennes 
(Fayard et al, 2004 ; Mangelsdorf et al, 1995). Le changement de conformation permet au RN 
de se dissocier de ses corépresseurs pour lier ses coactivateurs. Ces coactivateurs sont des FTs 
ou, majoritairement, de gros complexes qui agissent comme modulateurs chromatiniens 
(Millard et al, 2013). En modifiant la chromatine, ils permettent de libérer ou séquestrer des 
régions promotrices ou régulatrices qui modulent de cette façon la transcription des gènes 
(Fayard et al, 2004 ; Millard et al, 2013).  
On parle de RN orphelin lorsque le ligand n’a pas encore été identifié (Doan et al, 2017). Les 
RNs orphelins représentent, à ce jour, 50 % des RNs que l’on connaît (Burris et al, 2013). On 
parle souvent d’une activité constitutive de ces RNs, car ils semblent qu’aucun ligand endogène 
ou synthétique ne soit nécessaire à leur activité basale, malgré la présence, dans la structure du 
récepteur, d’une poche hydrophobe qui pourrait contenir le domaine de liaison ligand-dépendant 
(Ingraham et Redinbo, 2005). Parmi eux, l’un fera l’objet de cette étude, le récepteur NR5A2. 
1.3 LRH-1, un facteur de transcription important 
Le RN orphelin NR5A2 ou LRH-1 (Liver Receptor Homolog-1), appartient à l’une des six sous-
familles, soit la FTZ-F1/NR5 portant le nom du premier homologue cloné provenant de la 
drosophile (Ftz-F1/NR5A3) (Fayard et al, 2004 ; Segraves, 1991). LRH-1 a porté plusieurs 
noms par le passé puisqu’il a été isolé indépendamment par plusieurs groupes. Selon l’origine 
de sa découverte ou la fonction observée, il a été identifié chez l’humain comme le FT α-
fetoprotéine (Galarneau et al, 1998), le récepteur homologue du pancréas (Becker-André et al, 




(Cytochrome P450) (Nitta et al, 1999). Le consensus actuel s’est arrêté à LRH-1. Il n’existe 
qu’un seul homologue mammalien à LRH-1 et c’est le facteur stéroïdogénique 1 (SF-1/NR5A1), 
qui partage les mêmes éléments de réponses, mais ont des patrons d’expression qui diffèrent au 
niveau spatial et temporel (Fayard et al 2004). Cette superfamille se caractérise par leur 
séquence consensus, leur dimérisation majoritaire et la nature des gènes régulés.  
Comme mentionné précédemment, les RNs peuvent être identifiés selon leur séquence de 
reconnaissance à l’ADN. Ici, la sous-famille NR5 est caractérisée par la boîte Ftz-F1 conservée 
chez les trois RN, soit LRH-1, SF-1 et Ftz-F1 (Galarneau et al, 1996), reconnaissant la séquence 
consensus 5’-PyCA AGG PyCPu-3’ (où Py désigne une pyrimidine) avec une grande affinité 
comme monomère (Ueda et al, 1992). LRH-1 est l’un de ces RNs qu’on dit avoir une activité 
transcriptionnelle constitutive, c’est-à-dire qu’il est continuellement actif sans la présence 
apparente d’un ligand (Fayard et al, 2004). En effet, des études ont initialement identifié une 
poche hydrophobique anormalement grande et vide chez LRH-1 et une conformation 
moléculaire qui semble constamment en position active (Desclozeaux et al, 2002 ; Sablin et al, 
2003). Mais, certaines études ont démontré, par la suite, la présence d’un phospholipide 
bactérien dans l’énorme poche lors du clonage de la forme humaine ou murine du RN dans une 
bactérie (Krylova et al, 2005 ; Ortlund et al, 2005 ; Wang et al, 2005). Ceci laisse à penser que 
LRH-1 pourrait nécessiter un ligand comme d’autres RN, tels ER ou PR, afin d’augmenter son 
activité.  
1.3.1 Les fonctions physiologiques de LRH-1 
Les fonctions de LRH-1 peuvent se comparer avec celles retrouvées chez les autres membres 
de sa sous-famille. Par exemple, son homologue chez la drosophile ; Ftz-F1 est un régulateur 
du gène homéotique ftz nécessaire pour la segmentation lors du développement (Lavorgna et al, 




insectes, afin de terminer normalement la métamorphose (Broasdus et al, 1999). Quant à SF-1, 
il est essentiel au développement adéquat des tissus stéroïdogéniques, puisqu’il est exprimé dans 
les précurseurs des gonades ainsi que les glandes surrénales et que sa délétion dans la souris 
résulte en une absence de ces organes (Luo et al, 1994). Il est également exprimé dans les 
ovaires, où il participe à l’ovulation par son activité stéroïdogénique dans les cellules de thèques 
des follicules ovariens (Boerboom et al, 2000 ; Falender et al, 2003). De son côté, LRH-1, tout 
comme ses deux homologues, est impliqué dans le développement et la stéroïdogenèse, mais 
également dans plusieurs autres voies physiologiques.  
LRH-1 est essentiel au développement embryonnaire des organes endodermiques, c’est-à-dire 
les intestins, le foie ainsi que les pancréas endocrine et exocrine (Annicotte et al, 2003 ; Cobo 
et al, 2018 ; Rausa et al, 1999). En effet, une souris délétée pour LRH-1 (Nr5a2-/-) est létale aux 
stades précoces de l’embryogenèse (Paré et al, 2001) puisque ces organes ne peuvent pas se 
développer normalement. Ce RN est également impliqué dans le développement du cerveau 
(Grgurevic et al, 2005 ; Stergiopoulos et Politis, 2016). Chez l’individu mature, LRH-1 conserve 
une expression localisée dans ces mêmes organes à l’exception de sa perte dans le pancréas 
endocrine et la séquestration de son expression dans les cryptes de Lieberkühn dans les intestins, 
et l’addition d’une expression continue dans l’épithélium gastrique (Fernandez-Marcos et al, 
2011 ; Rausa et al, 1999). De plus, LRH-1 est aussi exprimé dans le stroma des glandes 
mammaires, particulièrement au niveau du tissu adipeux non différencié, suggérant un rôle dans 
la différenciation des préadipocytes (Clyne et al, 2002).  
Outre son implication dans la différenciation de tissus endodermiques et/ou stéroïdogéniques, 
LRH-1 joue un rôle important dans les fonctions physiologiques de ces organes chez l’adulte. 
En effet, il est impliqué dans l’homéostasie du cholestérol en régulant son transport inversé, la 
synthèse de l’acide biliaire et sa circulation entérohépatique (Francis et al, 2003 ; Lee et Moore, 
2008 ; Repa et Mangelsdorf, 1999). Ce RN joue aussi un rôle important contre l’inflammation 




et al, 2014) et en participant aux fonctions des macrophages (Lefèvre et al, 2015). LRH-1 est 
également exprimé dans les glandes surrénales (Wang et al, 2001) et dans les cellules de la 
granulosa des follicules ovariens (Boerboom et al, 2000 ; Falender et al, 2003 ; Hinshelwood et 
al, 2003 ; Kim et al, 2004 ; Liu et al, 2003) où il est impliqué dans la stéroïdogenèse, comme 
son homologue SF-1 (Sirianni et al, 2002, Bianco et al, 2019). LRH-1 est ainsi indispensable à 
l’ovulation (Duggavathi et al, 2008). De plus, il est aussi exprimé dans le corps blanc et le 
placenta (Zhang et al, 2013), participant au maintien de la grossesse. Finalement, plus 
récemment LRH-1 a été retrouvé dans les lymphocytes T avec une plus faible expression, mais 
toutefois nécessaire à leur bon fonctionnement (Schwaderer et al, 2017).  LRH-1 est donc très 
important au développement ainsi que pour plusieurs fonctions essentielles au fonctionnement 
adéquat de l’organisme et à la procréation chez la femme (Fayard et al, 2004 ; Meinsohn et al, 
2019). Toutefois, LRH-1 est aussi impliqué dans certaines pathologies liées aux organes où il 
opère ainsi que dans les processus tumorigéniques. 
1.3.2 LRH-1 dans la tumorigenèse mammaire 
LRH-1 est exprimé dans plusieurs cancers comme celui du pancréas (Benod et al, 2011), du foie 
(Xu et al, 2016), des intestins (Bayrer et al, 2015 ; Schoojans et al, 2005), de l’estomac (Wang 
et al, 2008), des ovaires (Lazarus et al, 2012), de la prostate (Wang et al, 2018a) ainsi que du 
sein (Miki et al, 2006). Dans le cancer du sein, il est fortement exprimé dans environ 45 % des 
cas (Miki et al, 2006) et sa localisation à l’intérieur de la tumeur est autant au niveau des cellules 
cancéreuses que des cellules stromales adjacentes (Annicotte et al, 2005), alors que son 
expression est très faible dans la glande mammaire saine à l’exception des préadipocytes. Son 
expression corrèle avec le degré invasif et métastatique de la tumeur de même qu’avec 
l’agressivité et la résistance aux traitements (Bianco et al, 2014a ; Chand et al, 2010 ; Nadolny 




LRH-1 joue des rôles très différents selon le contexte moléculaire du cancer du sein. Pour les 
cancers œstrogéniques, il a été montré en lien étroit avec ER alpha (ERα) en étant, d’une part, 
un gène cible de ce dernier (Annicotte et al, 2005) et en ayant, d’autre part, des gènes cibles 
communs associés à la prolifération cellulaire (Bianco et al, 2014 b ; Chand et al, 2012). En 
effet, lorsque LRH-1 est déplété dans une lignée cellulaire ER+, la prolifération induite par 
l’œstrogène, l’expression même de ERα et ses gènes cibles sont aussi réduits (Annicotte et al, 
2005 ; Thiruchelvam et al, 2011). Alors que lorsque ERα n’est pas exprimé par la tumeur, LRH-
1 présente une activité transcriptionnelle différente. En effet, on retrouve plus de gènes liés à la 
migration et l’invasion cellulaire transcrit par LRH-1 dans une tumeur TN ce qui contribue à 
leur caractère agressif (Bianco et al, travaux en cours). LRH-1 est corrélé à l’augmentation de 
la motilité cellulaire, de l’invasion et de la formation de colonie puisque sa déplétion réduit ces 
propriétés alors qu’une surexpression les augmente (Chand et al, 2010 ; Lazarus et al, 2012).   
Dans les adipocytes environnants de la glande mammaire, LRH-1 régule la transcription du 
cytochrome P450 (aussi connu sous le nom de l’aromatase), une protéine critique pour la 
conversion des androgènes en œstrogènes (Clyne et al, 2002 ; Clyne et al, 2004 ; Zhou et al, 
2005). L’augmentation de la transcription de cette protéine permet l’augmentation de 
l’œstrogène dans le microenvironnement, ce qui facilite la prolifération des tumeurs exprimant 
ER (Lazarus et al, 2012). Ce phénomène se produit également au niveau des cellules épithéliales 
et stromales de la glande mammaire (Bouchard et al, 2005 ; Miki et al, 2007). LRH-1 permet la 
résistance à la chimiothérapie en augmentant la transcription de MDC1, une protéine participant 
à la réparation de l’ADN. De cette manière, les cellules se protègent davantage contre la mort 
cellulaire qui est provoquée par les produits chimiques utilisés en chimiothérapie (Wang et al, 
2018b). Dans la tumeur mammaire, LRH-1 induit également l’expression de la métallopeptidase 
matricielle 9 (MMP9) qui va cliver la protéine E-cadhérine, une observation déjà rapportée dans 
l’ovaire (Chand et al, 2010 ; Duggavathi et al, 2008). De plus, il influence également le 
remodelage de l’actine ce qui, combiné ensemble, suggère un rôle important du RN dans la 





Figure 2 : Résumé des fonctions physiologiques et pathophysiologiques de LRH-1. 
Schématisation simplifiée des fonctions physiologiques et pathophysiologiques de LRH-1. 
Inspiré et adapté de Stein et Schoonjans (2015). En bleu les fonctions physiologiques, en rouge 





1.4 La tumorigenèse et le microenvironnement tumoral mammaire 
Les mutations sont des événements qui arrivent très fréquemment lors de la réplication de 
l’ADN. Ceci peut se reproduire de façon toute à faite fortuite ou peut être provoqué par des 
perturbateurs endogènes ou exogènes qui provoquent des altérations de l’ADN. Plusieurs 
altérations sont souvent inoffensives, puisque la substitution d’un nucléotide peut ne pas avoir 
d’impacts sur le codon ou bien la substitution d’un acide aminé n’a pas d’impacts sur la structure 
protéique finale. Toutefois, l’accumulation de ces évènements augmente la prévalence d’une 
mutation génétique amenant un changement majeur sur la structure d’une protéine et peut avoir, 
ainsi, des effets positifs ou négatifs sur la cellule. Une modification structurale peut amener la 
défaillance d’une protéine ou modifier ses fonctions de façon bénéfique ou non. L’accumulation 
dans le temps de ces mutations est d’ailleurs la cause, avec la reproduction sexuée, de la diversité 
de la vie, mais est aussi la cause des cancers. En effet, une cellule est considérée cancéreuse dès 
que les mutations qu’elle a accumulées au niveau de plusieurs gènes lui confèrent un phénotype 
oncogénique. Par exemple, la protéine la plus souvent mutée dans les cancers est P53, un 
suppresseur tumoral, dont le dérèglement va favoriser la transformation oncogénique (Freed-
Pastor et Prives, 2012). Une fois transformée, la cellule cancéreuse va proliférer et influencer 
son environnement direct à son avantage. Les changements qui surviennent autour de la masse 
cellulaire tumorale vont créer un microenvironnement tumoral qui est souvent décrit comme 
une blessure qui ne guérit jamais.  
Sur le plan histologique, la glande mammaire saine est composée d’un stroma séparant les 
canaux de cellules épithéliales, bordés par un abondant tissu adipeux. Le stroma est composé de 
la membrane basale des cellules épithéliales, de fibroblastes, de cellules immunitaires en 
dormance, de cellules musculaires lisses, de cellules endothéliales et péricytes qui forment les 
vaisseaux et les capillaires sanguins et lymphatiques, ainsi que la matrice extracellulaire (MEC) 
(Kalluri et Zeisberg, 2006). L’interaction entre toutes ces cellules contribue à l’initiation, la 




multiples, complexes et encore sujettes à une meilleure compréhension. Si l’on décortique une 
masse tumorale mammaire, on se rend compte que la majorité des composants de la masse sont 
des cellules stromales et non pas les cellules cancéreuses (Balkwill et al, 2012). Il est donc 
important de considérer une tumeur comme une masse très hétérogène au niveau cellulaire, et 
donc considérer plusieurs joueurs lorsqu’on étudie les processus tumorigéniques.   
Pour illustrer au mieux le processus de formation d’une tumeur mammaire, nous préférons 
utiliser le cas d’un carcinome intra-canalaire in situ, l’un des plus fréquents avec près d’un quart 
des nouveaux diagnostics aux États-Unis (Kerlikowske, 2010). Comme son nom l’indique, 
l’origine de la tumeur provient d’une cellule épithéliale dans l’organe qui devient oncogénique 
et prolifère de façon aberrante à l’intérieur des canaux de la glande mammaire. Ces cellules 
sécrètent de nombreux composés qui traversent la membrane basale et influencent le stroma 
situé de part et d’autre du canal où elles se multiplient. Ainsi, les cellules cancéreuses vont 
modifier le stroma environnant, le rendant propice à leur propre expansion ; produisant une 
desmoplasie (Kalluri et Zeisberg, 2006). Au fur et à mesure que les cellules cancéreuses 
augmentent en nombre, le stroma modifié devient de plus en plus volumineux. L’interaction 
entre les cellules cancéreuses et les fibroblastes contribue mutuellement à leur expansion 
respective (Angelucci et al, 2012 ; Bhowmick et al, 2004). La membrane basale, séparant le 
nouveau microenvironnement malin qui s’est construit entre le reste du stroma et les cellules 
cancéreuses, voit ses protéines clivées par des protéases produites et sécrétées par les cellules 
cancéreuses ce qui ouvre un passage permettant leur expansion à l’extérieur des canaux 
mammaires. On peut décrire à ce point la tumeur comme étant invasive et elle peut, avec plus 
de facilité, former des métastases si les cellules cancéreuses rejoignent la circulation sanguine 





Figure 3 : Initiation tumorale d’un carcinome mammaire intra-canalaire in situ et 
progression vers un carcinome mammaire in situ invasif.  
Schématisation de la progression tumorale d’un carcinome intra-canalaire vers un carcinome 
invasif. Inspiré et adapté de Santi et al (2018). MEC, matrice extracellulaire; CAF, cancer-
associated fibroblast; FC, facteur de croissance; MMPs, métalloprotéases matricielles. 
Les événements qui surviennent lors du processus tumorigénique comme décrit plus haut sont 
nombreux. L’activation des fibroblastes est l’un des facteurs les plus critiques, puisque c’est ce 
changement phénotypique qui amène la réponse desmoplasique (Kalluri et Zeisberg, 2006). Le 
sécrétome oncogénique des cellules cancéreuses couplé aux sécrétomes de ces nouveaux 
fibroblastes et de l’abondant tissu adipeux de l’organe vont, ensemble, produire un 
environnement inflammé, vascularisé et nécrosé qui croît sans organisation et peut produire des 
métastases (Balkwill et al, 2012). Cette entité toxique pour l’organisme que représente cette 
masse cellulaire peut également développer des résistances même aux traitements les plus 
agressifs comme la radiothérapie et la chimiothérapie. C’est le cas de plusieurs tumeurs TN dont 




1.4.1 Le fibroblaste 
Le fibroblaste est le type cellulaire de soutien le plus abondant du corps et présente une forte 
hétérogénéité à l’intérieur d’un même individu (Chang et al, 2002 ; Kalluri et Zeisberg, 2006). 
C’est une cellule mésenchymateuse qui occupe une place prédominante dans le tissu de soutien. 
Le fibroblaste est la source principale du collagène de type I, III et V et la fibronectine 
(Rodermann et Müller, 1991), des composants de la MEC qui soutiennent le tissu épithélial et 
les autres éléments du stroma, mais son rôle ne s’arrête pas là. Il contribue à la formation de la 
membrane basale en sécrétant du collagène type IV et de la lamine. La déposition de ces 
composantes s’accompagne de la sécrétion par le fibroblaste de protéines dégradant la MEC 
comme des métalloprotéinases matricielles (MMP) pour maintenir l’homéostasie du tissu 
conjonctif. Il joue également un rôle dans la régulation de la différenciation épithéliale en 
maintenant leur morphologie par de nombreuses interactions épithéliales-stromales, soit via la 
sécrétion de facteurs de croissance ou via des contacts physiques (Wiseman et Werb, 2002).  
Plus important encore, le fibroblaste participe à la régulation de l’inflammation (Parsonage et 
al, 2005) et joue un rôle primordial dans la réparation des plaies (Tomasek et al, 2002). Le 
processus de réparation des plaies impliquant les myofibroblastes dans la fibrose est très 
similaire à la réponse desmoplasique des CAFs (cancer-associated fibroblasts) qui résulte de la 
présence des cellules cancéreuses dans la glande mammaire. Il est important de mentionner que 
myofibroblastes et CAFs ne sont pas des synonymes absolus. Les myofibroblastes représentent 
les fibroblastes activés dans une plaie. Les CAFs peuvent être des myofibroblastes, mais ce n’est 
pas le cas de toutes. En effet, il existe une très forte hétérogénéité (Costa et al, 2018), entre 
autres au niveau de leur origine. Les CAFs peuvent originer d’un fibroblaste (Rønnov-Jessen et 
Petersen, 1993), d’une cellule épithéliale (Cirri et Chiarugi, 2011 ; Radisky et al, 2007), 
endothéliale (Zeisberg et al, 2007), musculaire lisse (Cirri et Chiarugi, 2011) ou myoépithéliale 




et plus encore (Santi et al, 2018). Puisque nous nous intéressons ici strictement aux CAFs 
originaires de fibroblastes, nous utiliserons les termes comme synonymes dans ce travail. 
1.4.1.1 L’activation des fibroblastes 
Le processus d’activation des fibroblastes dans une tumeur mammaire, bien que ce dernier ne 
soit pas encore entièrement bien compris, est très similaire à celui qu’on retrouve dans une 
fibrose. La présence des cellules cancéreuses, même séparées par la membrane basale des 
canaux mammaires, induit la différenciation des fibroblastes adjacents au même titre que la 
tension musculaire d’une entaille perturbe le tissu et stimule l’activation des fibroblastes dans 
l’environnement immédiat (Kalluri, 2016). En plus des stimuli environnementaux tels 
l’hypoxie, le stress oxydatif et la tension mécanique, les facteurs de croissance (FC) clés 
sécrétées par les cellules cancéreuses qui sont impliquées dans l’activation des fibroblastes en 
CAFs sont le TGF-β (transforming growth factor bêta), le facteur de croissance dérivé des 
plaquettes (PDGF), le facteur basique des fibroblastes (FGF) et l’interleukine 6 (IL-6) (Elenbaas 
et Weinberg, 2001 ; Kalluri et Zeisberg, 2006 ; Santi et al, 2018).  
Le facteur le plus critique pour l’activation des fibroblastes est TGF-β, un FC impliqué dans une 
variété de processus biologiques comme le développement, la prolifération cellulaire, 
l’apoptose, la migration, la réparation des plaies, l’inflammation et l’angiogenèse (Abnaof et al, 
2014 ; Blobe et al, 2000 ; Felker et al, 2010). Son expression corrèle avec l’accumulation du 
tissu desmoplasique (Aoyagi et al, 2004 ; Löhr et al, 2001) et la progression du cancer (Akhurst, 
2002 ; Gorsch et al, 1992). En effet, TGF-β est aussi utilisé pour déterminer le stade de la tumeur, 
puisque les tumeurs plus avancées en expriment davantage. Mais le rôle de ce FC n’a pas 
toujours été clair dans la compréhension de la tumorigenèse en général, puisque le TGF-β a 
d’abord été décrit comme un suppresseur tumoral puisqu’il inhibe la croissance tumorale 




communauté scientifique, jusqu’à ce que certaines études démontrent que des traitements de 
TGF-β sur des cellules cancéreuses augmentaient leurs capacités migratoire, invasive et 
métastatique in vitro comme in vivo (Arteaga et al, 1993 ; Ueki et al, 1992 ; Welch et al, 1990). 
Maintenant, la dualité de fonctions de TGF-β est reconnue. Il inhibe la progression tumorale 
dans les stades précoces de la tumorigenèse jusqu’à un certain point où la voie de signalisation 
inverse sa fonction pour promouvoir plutôt que de contraindre la croissance de la tumeur, et ce, 
sans mutations à aucun des facteurs de la voie de signalisation (Cui et al, 1996). La complexité 
de cette dualité est intéressante pour une meilleure compréhension des processus menant à la 
formation des tumeurs ou d’autres maladies, mais ce n’est pas le propos de ce projet de 
recherche. Ce qui nous intéresse ici, c’est que TGF-β a été démontré pour activer les fibroblastes 
in vitro (Desmoulière et al, 1993 ; Lieubeau et al, 1994 ; Negmadjanov et al, 2015 ; Rønnov-
Jessen et Petersen, 1993), suggérant qu’un phénomène similaire se produit in vivo étant donné 
que le TGF-β est l’une des molécules les plus sécrétées par les cellules cancéreuses (Gold, 1999 
; Kalluri et Zeisberg, 2006). 
Un autre facteur important pour l’activation des fibroblastes est PDGF, un autre sécrété par les 
cellules cancéreuses et est également corrélé avec la progression tumorale (Bronzert et al, 1987). 
Chose intéressante, la majorité des tumeurs n’expriment pas les récepteurs de cette molécule et 
pourtant la sécrètent, suggérant que son utilité est dirigée vers d’autres types cellulaires comme 
les fibroblastes (Forsberg et al, 1993). Ce facteur de croissance n’induit pas la différenciation 
des fibroblastes, mais promeut plutôt leur prolifération et l’angiogenèse, ce qui contribue à 
l’augmentation du desmoplasme de la tumeur (Shao et al, 2000).  
Ensuite il y a le FGF, le facteur dit basal puisqu’il stimule la prolifération des fibroblastes, mais 
n’induit pas la différenciation en myofibroblastes (Rønnov-Jessen et al, 1996). Ce facteur est 
impliqué dans la régulation du développement et la réparation des plaies, en plus d’induire 




a été prouvée par plusieurs études, suggérant que son implication est similaire pour la 
desmoplasie (Kalluri et Zeisbert, 2006 ; Strutz et al, 2000).  
Finalement, IL-6 est une cytokine parmi plusieurs autres produites par les cellules cancéreuses. 
Cette cytokine a une activité duale pro- comme anti-inflammatoire (Scheller et al, 2011) et a 
démontré promouvoir la résistance aux traitements de radiothérapie (Chou et al, 2009). Plus 
important encore, IL-6 participe à l’activation des fibroblastes (Giannoni et al, 2010). 
1.4.1.2 Les CAFs, des cellules polyvalentes 
Une fois activés en CAFs, ces fibroblastes présentent un phénotype différent avec des fonctions 
améliorées qui contribuent à la progression tumorale due à la production du desmoplasme 
(figure 4). C’est cette réponse desmoplasique qui joue un rôle prédominant dans la progression 
tumorale, particulièrement en favorisant la capacité de migration et d’invasion des cellules 
cancéreuses (Ishii et al, 2010). Parmi les nombreux processus biologiques dans lesquels sont 
impliqués les CAFs, il y a le remodelage de la MEC, la stimulation de l’inflammation et de 
l’infiltration lymphocytaire, en plus de la stimulation de la prolifération, la migration et la 
motilité d’eux-mêmes et des cellules cancéreuses en plus de l’altération du destin cellulaire via 
la TEM (Gascard et Tlsty, 2016 ; Tlsty et Hein, 2001 ; Yu et al, 2014).  
Bien qu’il n’existe pas de marqueurs spécifiques pour identifier les myofibroblastes ou CAFs, 
certains marqueurs sont tout de même utilisés. Le plus important et le plus utilisé de ces 
marqueurs est l’actine alpha de muscle lisse (SMA-α) (Leavitt et al, 1985 ; Tomasek et al, 2002 
; Tsukada et al, 1987). Cette actine se retrouve dans les muscles lisses, comme son nom 
l’indique, mais est également exprimé dans les myofibroblastes et CAFs à la suite de la 




la cellule permet la contraction musculaire à l’intérieur de leur cytoplasme. Couplés à 
l’expression de sites d’adhésion focale, les filaments d’actine permettent aux myofibroblastes 
de joindre les deux bouts d’une blessure lors d’une plaie (Gabbiani, 2003). Bien qu’une majorité 
de CAFs exprime SMA-α, ce n’est pas le cas de tous. Il est donc possible d’utiliser des 
marqueurs de cellules mésenchymateuses tels la protéine d’activation de fibroblaste (FAP), la 
protéine spécifique de fibroblaste (FSP-1) et la vimentine, en plus des molécules de surface 
comme la protéine CD36 et la cavéoline 1 (CAV1) (Gascard et Tlsty, 2016 ; Kalluri, 2016). La 
plupart de ces marqueurs sont exprimés également par les fibroblastes en quiescence, mais avec 
une abondance moindre (figure 4).  
En plus de leurs capacités contractiles acquises avec l’actine SMA-α, les CAFs augmentent à la 
fois leur propre prolifération, entre autres par la production de TGF-β, PDGF et FGF (Santi et 
al, 2018). Dû à cette fonction ainsi que celle provenant des cellules cancéreuses, les CAFs 
peuvent représenter jusqu’à 80 % des fibroblastes retrouvés dans une tumeur mammaire 
(Sappino et al, 1988). S’ajoute la production accrue d’autres FC par les CAFs comme celui de 
l’hépatocyte (HGF), le facteur de croissance épidermique (EGF), du tissu conjonctif (CTGF) et 
celui similaire à l’insuline (IGF) (Cirri et Chiarugi, 2011 ; Kalluri, 2016 ; Östman and Augsten, 
2009). Ces facteurs contribuent directement ou indirectement à la croissance tumorale, la survie 
cellulaire et augmentent les capacités migratoires, invasives et métastatiques des cellules 
tumorales (Àlvarez-Teijeiro et al, 2018 ; Tao et al, 2017).  
Une autre façon de promouvoir les capacités migratoire et invasive des cellules tumorales passe 
par le remodelage de la MEC orchestré de façon majeure par les CAFs via la stimulation de 
TGF-β (Goc et al, 2011). La desmoplasie résultante est due à l’augmentation de leur sécrétion 
de collagènes, de fibronectine et de glycoprotéines telle la ténascine C (TNC) (Egeblad et al, 
2010 ; Ozbek et al, 2010). Ce qui donne un environnement dense en fibres qui renferme de 
nombreux FCs et cytokines. Pour permettre la séquestration de ces molécules et le passage des 




des enzymes remodelant la MEC. Des protéines de liaisons des filaments comme les lysyl 
oxydases (LOXs) et des transglutaminases (TGMs) ainsi que des MMPs qui, quant à eux, 
dégradent les composants de la MEC (Murphy et Nagase, 2008). Le débalancement de ces 
enzymes, couplées à l’augmentation de la déposition des composants de la MEC influence 
directement la progression tumorale (Lu et al, 2012 ; Pickup et al, 2014).  
Les changements qu’apportent les CAFs dans la MEC la rend plus épaisse, plus propice au 
phénotype des CAFs, augmentent l’invasion et le caractère métastatique des cellules 
cancéreuses et stromales, l’interaction cellules cancéreuses et endothéliales, la TEM ainsi que 
le recrutement des cellules immunitaires (Acerbi et al, 2015 ; Calvo et al, 2013 ; Egeblad et al, 
2010 ; Reid et al, 2017 ; Santi et al, 2017 ; Zaman et al, 2006). Les CAFs vont également 
produire plusieurs cytokines et chimiokines afin de participer au recrutement des cellules 
immunitaires et ainsi contribuer à la réaction inflammatoire présente dans la tumeur (Servais et 
Erez, 2013). Les chimiokines comme les ligands de motif C-X-C; CXCL12 (Luker et al, 2012) 
et CXCL14 (Augsten et al, 2014) et le ligand de motif C-C; CCL5 (Mi et al, 2011) sont 
couramment exprimés par les CAFs et sont également reconnus pour être des facteurs 
prométastatiques. En plus des cytokines et chimiokines, les CAFs promeuvent l’inflammation 
en augmentant la production endogène d’espèces réactives d’oxygène (ROS) ce qui contribue à 
la nécrose du tissu (Mittal et al, 2014) et stimule davantage la prolifération, migration et invasion 
des cellules cancéreuses (Li et al, 2014).  
Les CAFs participent également à l’angiogenèse in situ de la tumeur ce qui permet de produire 
de nouveaux vaisseaux sanguins afin d’apporter des nutriments et éliminer les déchets 
cellulaires pour permettre à la masse cellulaire de survivre et de s’étendre. Le facteur le plus 
important est le FC vasculaire endothélial (VEGF), une cytokine polyvalente pour l’angiogenèse 
et la lymphangiogenèse (Carmeliet, 2005 ; Shibuya et Claesson-Welsh, 2006). D’ailleurs, les 
CAFs sont la source principale de VEGF, bien que les cellules cancéreuses et endothéliales en 




6 qui, comme nous l’avons déjà vu, permet l’activation des fibroblastes est aussi un facteur 
angiogénique important produit par les CAFs (Nagasaki et al, 2014).  
Finalement, lorsque la masse cellulaire devient invasive, traverse la membrane basale et envahit 
le stroma réactif, les CAFs vont se retrouver au front de migration (Elenbaas et Weinberg, 2001 
; Gaggioli et al, 2007). Ce qui démontre l’importance de leurs activités, et ce même aux stades 






Figure 4 : Résumé des caractéristiques du CAF.  
Schématisation des caractéristiques du myofibroblastes. Inspiré et adapté de Gascard et Tlsty 
(2016) et de Kalluri et Zeisberg (2006). CAF, cancer-associated fibroblast; MEC, matrice 
extracellulaire; FSP-1, protéine spécifique de fibroblaste 1; SMA-α, alpha de muscle lisse; TNC, 
ténascine C; FAP, protéine d’activation de fibroblaste; CXCL2, CXCL14 et CCL5, 
chimiokines; CAV1, cavéoline 1; MMP, métalloprotéinase matricielle; LOX, lysyl oxydase; 
TGM, transglutaminase; CTGF, facteur de croissance du tissu conjonctif; IGF, facteur de 
croissance similaire à l’insuline; HGF, facteur de croissance de l’hépatocyte; EGF, facteur de 





1.5 But du projet et hypothèses  
À la lumière de ce qui est retrouvé dans la littérature, LRH-1 joue un rôle important dans la 
tumorigenèse mammaire, particulièrement dans les modèles TN. Nous avons donc, dans le cadre 
de ce projet, exploré ce rôle dans la prolifération et la migration cellulaire. Pour ce faire, des 
ARN interférents ont servi pour réduire l’expression du récepteur dans la lignée cancéreuse 
murine TN D2A1 et celle humaine TN MDA-MB-231 dans des essais in vitro afin de comparer 
la réponse à la déplétion chez les deux espèces. Nous avons également exploré l’effet du 
microenvironnement, soit le sécrétome des fibroblastes NIH/3T3, sur les cellules déplétées pour 
LRH-1. Avant cela, nous verrons l’effet d’une drogue pharmacologique visant LRH-1 sur les 
lignées murines MC7-L1, D2A1 et 4T1 comme autre moyen de réduire l’expression de LRH-1.  
À partir des connaissances actuelles sur LRH-1, nous nous attendons à voir une diminution des 
capacités de prolifération et de migration lorsque la protéine est réduite. Nous nous attendons 
également à voir une réduction de la transcription de gènes impliqués dans ces processus 
moléculaires avec la déplétion ou le blocage pharmacologique de LRH-1. De plus, nous nous 
attendons à voir les effets bénéfiques du sécrétome des NIH/3T3 sur ces mêmes phénotypes et, 
s’il y a un lien entre l’un des composants du sécrétome et LRH-1, nous pourrons observer une 






MATÉRIEL ET MÉTHODES 
2.1 Lignées cellulaires et conditions de culture 
Le laboratoire du Pr Benoît Paquette (Ph. D.) de la Faculté de médecine et de sciences de 
l’Université de Sherbrooke (UdeS) nous a fourni quatre lignées qui ont été initialement achetées 
à la compagnie American Type Culture Collection (ATCC), c’est-à-dire les lignées 
murines MC7-L1, D2A1, 4T1 et NIH/3T3. La lignée humaine MDA-MB-231 est depuis 
longtemps utilisée dans notre laboratoire. Son origine n’a pas pu être retracée, il est toutefois 
fort possible qu’elle ait été initialement achetée également de la compagnie ATCC. La 
lignée 293T, utilisée pour la production de virus, a été achetée initialement de la compagnie 
ATCC et entretenue selon les directives de la compagnie par la technicienne de laboratoire de 
la salle de culture, Manon Dufresne. Nous mentionnerons donc cette dernière lignée uniquement 
lorsque nous aborderons la production du virus pour les ARN interférents.  
Toutes les lignées ont été cultivées dans des pétris de polystyrène dans un environnement 
contrôlé à 37 °C et 5 % de CO2. Le milieu de culture utilisé était le DMEM (Dulbecco Modified 
Eagle Medium) supplémenté de glutamine à 2 mM, de sodium pyruvate à 1 mM, ainsi que 
d’antibiotiques, soit de la pénicilline à 100 unités/mL et de la streptomycine à 100 µM, et, 
finalement, du sérum FBS (Fetal Bovine Serum) à 10 %. Les passages cellulaires se font aux 
trois ou quatre jours avec des dilutions de 1/20 pour les lignées MC7-L1, D2A1, 4T1 et NIH3T3 
ou 1/5 pour la lignée MDA-MB-231 dans un nouveau milieu DMEM à la suite de l’usage d’une 
solution de trypsine pour décoller sans endommager les cellules. Les lavages précédents la 




s’est faite dans du milieu DMEM supplémenté de 5 % de diméthylsulfoxide (DMSO) dans les 
premiers trois à cinq passages. Les cellules ont été utilisées jusqu’à un maximum de quinze 
passages. Toutes les lignées ont été testées pour les mycoplasmes après chaque décongélation. 
Pour les expériences, les cellules ont été comptées grâce au compteur de cellules automatique 
de Bio-Rad (TC20). La procédure pour le comptage consistait au mélange d’une portion de la 
suspension de cellules à du bleu de trypan mis sur une lamelle et analysé par l’appareil. Le 
nombre de cellules vivantes était pris en compte pour calculer le volume de cellules requis.  
Dans ce projet, nous nous intéressons particulièrement au profil tumoral TN, c’est pourquoi le 
profil des cellules utilisées est important comme information. Mais il ne suffit pas de connaître 
leur profil clinique ou moléculaire, mais l’historique des lignées est pertinent pour mieux 
comprendre leurs différences et envisager leurs comportements aux traitements. Dans le reste 
de cette section, nous aborderons l’historique, le profil – sauf pour la lignée NIH/3T3 – ainsi 
que la morphologie et le comportement des différentes lignées de cellules utilisées dans ce 
projet.    
2.1.1 MC7-L1 
La cellule MC7-L1 est une cellule cancéreuse présentant une forme fusiforme et ayant une faible 
confluence au bout de quatre jours pour une même quantité de cellules initiales. Cette lignée 
résulte de l’induction d’un carcinome mammaire chez une souris BALB/c grâce à de l’acétate 
de médroxyprogestérone (MPA) (Lanari et al, 1986) qui a été, par la suite, cultivée in vitro en 
absence de MPA (Kordon et al, 1994) pour finalement être stabilisée par plusieurs passages 




A, figure 25). Ainsi, la lignée MC7-L1 exprime ER et PR, mais ne répond qu’aux œstrogènes. 
C’est le seul modèle œstrogène-dépendant de ce projet.  
2.1.2 D2A1 
La cellule D2A1 présente plutôt une forme épithéliale avec une très forte confluence après 
quatre jours, montrant une croissance verticale également. Cette lignée cellulaire provient d’une 
dilution clonale à la suite de passages syngéniques in vivo d’un nodule hyperplasique 
prénéoplasique apparu spontanément dans une souris BALB/c (Medina, 1973) (annexe A, 
figure 26). D2A1 est une lignée TN (Bouchard et al, 2016).  
2.1.3 4T1 
La lignée 4T1 est TN également, mais diverge grandement de la lignée D2A1 précédemment 
décrite. Les cellules présentent une physiologie très diversifiée de forme épithéliale comme 
fusiforme, elles ont tendance à pousser en colonie et à la verticale avant de combler les espaces 
vides à l’horizontale. L’historique de la lignée est complexe (annexe A, figure 27). Tout 
commence avec l’apparition spontanée d’une tumeur mammaire chez une souris BALB/cfC3H, 
une souris qui a donc été injectée avec un virus facilitateur de cancer (Dexter et al, 1978). Après 
plusieurs passages in vitro et in vivo, les cellules ont provoqué, à leur dixième passage in vivo, 
l’apparition spontanée d’un nodule sphérique dans l’un des lobes du poumon d’une souris qui 
fut retiré et mis en culture, donnant naissance à la lignée 4.10LM (Heppner et al, 1978). Après 
plusieurs passages in vitro, quelques passages in vivo et le maintien de la lignée in vitro encore 
par la suite, la lignée fut désignée 410.4 (Miller et al, 1983). Finalement, par des traitements à 




cellulaire a été sélectionnée pour sa résistance, c’est-à-dire la lignée 4T1 (Aslakson et Miller, 
1992).  
2.1.4 MDA-MB-231 
La cellule MDA-MB-231 présente une forme fusiforme et une confluence après quatre jours 
très similaires à la lignée MC7-L1. Cette lignée humaine a été obtenue de dilutions clonales à 
partir d’un échantillon d’épanchement pleural d’une patiente qui avait subi une mastectomie 
quelques mois auparavant à la suite de l’apparition d’une masse. L’échantillon a été récolté 
suites à trois semaines de traitement de chimiothérapie qui n’a donné aucun résultat positif pour 
la guérison de la patiente (Cailleau et al, 1974) (annexe A, figure 28). Cette lignée a aussi été 
confirmée comme étant une TN (Neve et al, 2006), un modèle très utilisé par plusieurs 
laboratoires dans le monde.  
2.1.5 NIH/3T3 
La cellule NIH/3T3 est un fibroblaste de forme fusiforme dont certaines cellules dans la 
population présentent un cytoplasme très étendu. Ces fibroblastes ont une inhibition de contact, 
les passages se sont donc faits de façon à ne pas dépasser 80 % de confluence après quatre jours. 
Cette lignée provient de la récolte de fibroblastes embryonnaires murins immortalisés 






2.2 ARN interférents 
Afin de déterminer l’implication de LRH-1 dans les phénotypes étudiés, les lignées 
cancéreuses D2A1 et MDA-MB-231 ont été déplétées à l’aide de petits ARN interférents en 
épingle à cheveux (short hairpin) (ARNsh). Les deux meilleurs ARNsh ont été sélectionnés 
pour chaque type cellulaire. D’abord, les ARNsh ont été sélectionnés pour D2A1 grâce à 
diverses infections effectuées et des tests de titrage, tandis que ceux pour MDA-MB-231 ont 
déjà été identifiés par Stéphanie Bianco (Ph. D.) dans notre laboratoire. Les plasmides utilisés 
sont présentés dans le tableau 1 et la figure 30 de l’annexe B. La transduction des ARNsh s’est 
faite à l’aide de lentivirus produits au préalable dans des cellules 293T. 
Pour évaluer l’efficacité des ARNsh pour la déplétion de LRH-1, l’abondance de l’ARNm de 
LRH-1 a été quantifiée par RT-qPCR et l’abondance protéique de LRH-1 par immunobuvardage 
a été tentée. Deux réplicats biologiques ont été nécessaires pour identifier les meilleurs ARNsh 
murins (annexe D). Pour chaque réplicat subséquent, autant pour les cellules humaines que 
murines, l’abondance des ARNm de LRH-1 a été testée jusqu’à 8 fois pour D2A1 et 5 fois pour 
MDA-MB-231.   
2.2.1 Préparations des plasmides 
Tous les plasmides des ARNsh utilisés ont été construits à partir du vecteur pLKO qui a servi 
de contrôle dans les deux lignées (annexe B, figure 31). Le plasmide pLVTHM (annexe B, 
figure 32) a été utilisé pour l’évaluation de l’efficacité de la transfection puis de la transduction 
grâce à la quantification visuelle de la protéine GFP exprimée par les cellules. Finalement, les 




d’intérêt, soit les ARNsh, pLKO ou pLVTHM, afin de pouvoir produire les protéines 
nécessaires à la capsule virale.  
Les plasmides ont été amplifiés dans des bactéries compétentes puis purifiés avec les solutions 
du Maxi kit pour plasmides de la compagnie Qiagen (No. 12163) selon les instructions du 
manufacturier. Afin de vérifier la pureté des plasmides résultant de l’isolation, une digestion 
enzymatique s’est faite en utilisant les enzymes pertinentes selon le plasmide (annexe B, voir 
flèches grises et noires des figures 31 à 34). Les plasmides digérés ont été placés dans un gel 
d’agarose 1 % avec, en contrôle, des plasmides non digérés (annexe B, figure 35).  
2.2.2 Préparation des virus  
La veille de la transfection, cinq millions de cellules 293T ont été ensemencées pour ainsi 
atteindre une confluence de 100 % au jour un (J1). La transfection s’est faite à l’aide d’un agent 
de transfection ; le polyéthylénimine (PEI) dans du milieu DMEM sans aucun supplément. 
Après cinq minutes d’incubation à la température ambiante (T°A), les vecteurs d’intérêt ont été 
ajoutés, soit les constructions de LRH-1, pLKO et pLVTHM, ainsi que les vecteurs pPAX2 et 
pMD2G pour quinze minutes d’incubation à la T°A. Le mélange a été dispersé dans les pétris 
de façon le plus homogène possible. Les 293T ont été incubés à 37 °C pour deux jours avant 
que le virus produit soit récolté et congelé immédiatement à -80 °C jusqu’à son utilisation.  
2.2.3 Infection des cellules cancéreuses 
La transduction des cellules cancéreuses s’est faite en suspension avec un volume minimal de 
virus, soit de 3,5 mL de DMEM + FBS et 3,5 mL de virus au jour zéro (J0). Le milieu a été 




2 µg/mL de puromycine. Les cellules ont été récoltées au J4 pour effectuer les divers essais (voir 
figure 5).  
2.3 ML180 : agoniste inverse de LRH-1 
Le ML180, un agoniste inverse de LRH-1 (Busby et al, 2010), acheté de la compagnie Cayman 
Chemical (No. 15181), a été utilisé sur les trois lignées cancéreuses murines MC7-L1, D2A1 et 
4T1. Les concentrations utilisées sont de 1, 2.5 et 5 µM diluées dans du DMSO à 100 % qui, 
seul, a servi de contrôle. Les cellules ont été traitées durant 24 h avant d’être récoltées pour 
effectuer une RT-qPCR ou un immunobuvardage, ou bien pour les tests de migration.   
2.4 Milieux conditionnés 
Quatre types de milieux ont servi dans le cadre de ce projet. Le premier milieu, annoté FBS+, 
consiste en du DMEM supplémenté tel que décrit dans le point 1 comprenant, entre autres, du 
FBS. Ce milieu a servi de contrôle positif puisque les cellules peuvent facilement y proliférer. 
Le deuxième, annoté FBS-, est un milieu DMEM supplémenté uniquement d’antibiotiques pour 
éviter la prolifération d’agents contaminants et a servi de contrôle négatif puisqu’il n’y a donc 
aucun nutriment pour les cellules pour proliférer. Le troisième milieu, annoté Fibros, correspond 
au sécrétome des fibroblastes NIH/3T3 décrits dans le paragraphe suivant. Finalement, le 
dernier milieu, annoté ½ Fibros, consiste au milieu Fibros dilué deux fois dans du milieu FBS-. 
Le milieu Fibros consiste au sécrétome des fibroblastes NIH/3T3 en condition de sevrage. Les 
fibroblastes NIH/3T3 ont été ensemencés et laissés en culture durant 48 h, jusqu’à l’obtention 




d’être misent en contact avec du milieu FBS- afin de les sevrer. Les fibroblastes sont restés dans 
ce milieu pauvre durant 24 h avant que ce dernier soit récolté, filtré et congelé à -80 °C pour 
une conservation à long terme, ou conservé au frais à 4 °C pour une utilisation immédiate ou 
dans les jours subséquents.  
2.5 Quantification de l’ARNm 
2.5.1 Extraction d’ARNm  
L’extraction de l’ARN des cellules a été effectuée avec le kit d’extraction de Bio Basic (EZ-10 
RNA Mini-Preps Kits, CAT : BS88583) en suivant les consignes du manufacturier. L’ARN 
résultant de l’extraction a été quantifié par le spectromètre Nanodrop et leur qualité testée sur 
des gels d’agarose à 1 %.   
2.5.2 RT-qPCR 
La rétrotranscription (RT) en ADNc s’est fait en suivant un protocole du laboratoire. D’abord, 
300 ng d’ARN ont été mélangés dans de l’eau stérile avec des hexamères aléatoires à une 
concentration de 0,5 µg/µL. Un chauffage de cinq minutes à 70 °C a permis l’amorçage aléatoire 
avant l’ajout de l’enzyme transcriptase inverse MMLV (Moloney Murine Leukemia Virus) et 
son tampon, ainsi que 10 mM de nucléotides triphosphates (dNTP). La MMLV chauffé à 37 °C 
permet de transcrire les ARN en ADN complémentaire (ADNc). Finalement, la dénaturation de 
la réaction s’est faite en quinze minutes à 70 °C. Le détail des quantités utilisées des composants 
énoncés sont retrouvés dans le tableau 2 (annexe C). L’ADNc obtenu a été soit dilué huit fois 




biologiques des essais avec la drogue ML180 ou a été dilué quatre fois accompagné d’une 
échelle de standard de dilutions de 1/4, 1/16 et 1/32 pour les essais avec les ARNsh.  
La réaction de polymérisation en chaîne quantitative (qPCR) a été effectuée dans l’appareil CFX 
de Bio-Rad. L’ADNc a été ajouté à un mélange à qPCR préparé dans notre laboratoire. Ce 
mélange comprend de l’eau stérile, du tampon de qPCR, des nucléotides dNTP à 10 mM, du 
DMSO à 50 %, la taq it et du Sybr (détails dans le tableau 3, annexe C). Les cycles 
d’amplification consistent en un premier cycle de trois minutes à 95 °C puis quarante cycles de 
dix secondes à 95 °C suivis de trente secondes à 60 °C avant la lecture. Les différentes amorces 
utilisées sont listées pour l’humain (annexe C, tableau 4) et pour la souris (annexe C, tableau 5). 
Les analyses se sont fait grâce au programme CFX Manager 3.1, où l’expression des gènes a 
été évaluée selon les gènes contrôles RPLP0, RPS28 et HPRT pour les cellules humaines et les 
gènes contrôles Rplp0, Rps18, Actb et Gusb pour les cellules murines.  
2.6 Immunobuvardage 
L’extraction protéique nucléaire s’est effectuée selon un protocole instauré dans notre 
laboratoire. Les cellules ont d’abord été récoltées en les rinçant au PBS et les décollant 
physiquement avant d’être congelées dans de l’azote liquide puis conservées à -80 °C. Le jour 
de l’extraction, les cellules ont été doucement décongelées sur glace. Les culots cellulaires ont 
été suspendus dans la première solution A contenant de l’acide HEPES (4-(2-hydroxyéthyl)-1-
piperazineéthanesulfonique) à un pH de 7,9, du chlorure de potassium (KCl), de l’EDTA (acide 
éthylenediaminetetraacétique) et de l’EGTA (acide aminopolycarboxylique) dans lequel a été 
ajouté du dithiothréitol (DTT), du PMSF (fluorure de phénylméthylsulfonyle) et un cocktail 
d’inhibiteurs de phosphatase (IP). Le mélange est resté sur glace durant une heure avant 
d’ajouter du détergent NP40 à 10 % puis être centrifugé, permettant de briser les membranes 




noyaux. Cette solution contient également de l’acide HEPES, de l’EDTA, de l’EGTA, mais du 
chlorure de sodium (NaCl), au lieu du KCl, dans lequel a été ajouté également du DTT, du 
PMSF et du cocktail IP. Le mélange a été placé sur un agitateur durant une autre heure au froid 
(4 °C) avant d’être centrifugé permettant de briser les membranes nucléaires pour finalement 
récolter le contenu protéique. Le détail sur les quantités utilisées des différentes composantes 
mentionnées sont retrouvés au tableau 6 (annexe C).  
Les protéines ont été quantifiées au Bradford avant d’être ajustées à une concentration de 1 ou 
2 µg/µL dans un tampon dénaturant de Laemmli contenant du SDS (Dodécyl sulfate de sodium) 
à 20 %, du bleu de bromophénol à 0,1 %, du glycérol, du Tris (trisasminométhane) 0,5 M à un 
pH de 6,8, du β-mercaptoéthanol et de l’eau stérile. Une quantité de 60 µg de protéines a été 
introduite dans les puits d’un gel d’électrophorèse à 10 %. Elles ont migré environ 1 h 30 à 130 
volts (V) ou jusqu’à ce que le front de migration soit sorti du gel dans un tampon de migration 
contenant du Tris base, de la glycine, du SDS et de l’eau. Le transfert du gel s’est fait sur une 
membrane de nitrocellulose durant exactement une heure à 80 V dans un tampon de transfert 
contenant du Tris, de la glycine, de l’eau et de l’éthanol à 10 %.  
Après trente minutes ou plus de blocage de la membrane de nitrocellulose dans du lait 5 %, les 
membranes ont été incubées avec l’anticorps (Ac) primaire contre la protéine d’intérêt durant 
toute la nuit à 4 °C. L’Ac visant LRH-1 était de la compagnie Perseus Proteomics (Cat #PP-
H2325) produit de la souris, alors que l’Ac de l’histone désacétylase 2 (HDAC2) provient de la 
compagnie SantaCruz (C-19, SC-6296-1) produit du lapin, et l’Ac de la protéine à boîte TATA 
(TBP) provient de la compagnie Abgent (AP6680c) produit également du lapin. Ensuite, elles 
ont été incubées avec l’Ac secondaire spécifique contre l’Ac primaire, soit anti-souris ou anti-
lapin, durant une heure à la T°A. Les Ac étaient dilués dans du lait 5 % soit à 1/1000 pour les 





Un substrat de détection de la chimiluminescence (Western Lightning Plus-ECL), acheté de la 
compagnie Perkin Elmer (NEL103E001EA) a été ajouté aux membranes avant de les exposer 
sur des films de rayon X en chambre noire ou à l’aide du système ChemiDoc XRS+ à des temps 
différents selon l’Ac utilisé. Les membranes comprenant LRH-1 ont été exposées une heure 
alors que celles comprenant HDAC2 ou TBP n’ont été exposées que de dix à trente minutes 
selon les essais. D’abord, l’expression de LRH-1 et son contrôle HDAC2 étaient testés sur deux 
membranes différentes, mais produites en même temps. Par la suite, la stratégie a été modifiée 
pour plutôt exposer de nouveau la membrane à l’Ac contrôle TBP à la suite de celle de LRH-1.   
2.7 Essais in vitro 
Les phénotypes étudiés in vitro dans le cadre de ce projet ont été la prolifération et la migration 
cellulaire. Pour chacune des méthodes, trois réplicats biologiques (N) ont été effectués et chacun 
de ces essais comportait trois réplicats techniques (n). La séquence sur le temps des réplicats 
infectés par les lentivirus est représentée sur la figure 5. Il est toutefois à noter que seuls les tests 
de migration ont été effectués également avec la drogue ML180 pour un seul réplicat biologique 





Figure 5 : Schématisation des étapes du plan expérimental utilisé pour mesurer l’impact 
de la déplétion de LRH-1 sur les cellules.  
2.7.1 Essais de prolifération 
D’abord, la prolifération cellulaire a été testée uniquement pour les essais effectués avec le 
milieu conditionné de fibroblastes et les ARNsh sur les lignées cellulaires MDA-MB-231 et 
D2A1. Elle a été suivie sur dix jours (J4 à J14) à la suite de l’infection des cellules avec le 
lentivirus (J4 à 14 sur la figure 5). La confluence des cellules a été mesurée et analysée à l’aide 
du programme de l’appareil IncuCyte S3. Pour chaque condition, trois réplicats techniques ont 
servi puis cette expérience a été répétée à trois reprises. 
Les cellules infectées quatre jours auparavant ont été ensemencées dans des plaques de 96 puits 




On a laissé les cellules adhérer dans le fond du puits entre une et trois heures avant de changer 
les milieux pour ceux conditionnés tels que décrits au point 2.4, donc FBS+, FBS-, Fibros et ½ 
Fibros.  
2.7.2 Essais de migration 
La migration a été évaluée de deux façons, soit par une migration à travers la ou une migration 
par chimioattraction en chambres de Boyden. La première permet d’évaluer le temps pour les 
cellules de recouvrir une plaie effectuée à travers un tapis dense de cellule. En raison de la 
complexité de la méthode et du comportement des lignées cellulaires de ce projet, seule la 
lignée D2A1 a été testée avec succès par cette méthode pour les essais avec les ARNsh et le 
milieu conditionné de fibroblastes.  
100 000 cellules ont été ensemencées dans des puits de 96 puits et laissées en culture 24h à la 
suite de l’infection des cellules. Le lendemain, le milieu a été changé pour les mêmes quatre 
conditions décrites précédemment, soit FBS+, FBS-, Fibros et ½ Fibros. Après six heures de 
prétraitement, la plaie a été effectuée grâce au Wound Maker fourni avec l’Incucyte S3, 
permettant de faire une plaie de façon simultanée dans les 96 puits. Le milieu a ensuite été 
changé de nouveau afin de retirer les cellules qui se sont retrouvées en suspension. La plaque a 
été introduite dans l’appareil Incucyte S3 durant 48 h (J5 à J7 sur la figure 5) où le pourcentage 
de recouvrement de la plaie a été mesuré.  
Pour les essais avec la drogue ML180, un seul réplicat biologique a été effectué avec les trois 
lignées murines MC7-L1, D2A1 et 4T1 avec 100 000 cellules dans des plaques de 96 puits avec 
du milieu FBS+ durant 24 h. Le lendemain, le milieu a été changé pour un supplémenté de la 




ainsi un autre 24 h avant d’effectuer la plaie et les étapes subséquentes de la même façon que 
décrit précédemment.  
Pour la deuxième méthode, les chambres de Boyden permettent une façon différente de tester 
la migration des cellules. Contrairement à l’essai de migration à travers la plaie, au lieu que les 
cellules baignent directement avec les éléments du milieu qui peuvent contribuer à leur motilité, 
les cellules sont plutôt stimulées par chimioattraction à rejoindre le milieu avantageux. Trois 
réplicats biologiques ont été effectués pour les lignées D2A1 et MDA-MB-231 comprenant 
chacun deux réplicats techniques par conditions.  
Les cellules sont donc ensemencées dans une condition de sevrage, donc avec du milieu FBS-, 
dans une chambre supérieure possédant des pores de 8 µm de diamètre. La chambre inférieure 
contenait les différents milieux soit FBS+, FBS-, Fibros ou ½ Fibros. Les cellules ont migré 
pendant 48 heures (J4 à J5 sur la figure) avant d’être fixées au paraformaldéhyde puis colorées 
au Hoestch 33342 (H3570), provenant de Molecular Probes, qui permet de visualiser le noyau 
des cellules. Dix photos par puits ont été prises sous le microscope à fluorescence ZEISS puis 
les noyaux ont été comptés de façon automatique grâce au programme CellProfiler 3.0 
(Lamprech et al, 2007) avec l’aide de Daniel Garneau (M. Sc.).  
2.8 Graphiques et statistiques 
Les graphiques et statistiques ont été effectués grâce au programme GraphPad. Une analyse 
ANOVA a été utilisée pour déterminer si les résultats étaient significatifs. Dans le cadre de ce 






3.1 Blocage pharmacologique de LRH-1 
Afin d’étudier l’impact d’un blocage pharmacologique de LRH-1 sur les phénotypes 
oncogéniques des cellules cancéreuses mammaires, les lignées murines MC7-L1, D2A1 et 4T1 
furent traitées avec la drogue ML180. Le ML180 est une molécule agoniste inverse à LRH-1 
(Busby et al, 2010), signifiant qu’elle lie le RN, mais provoque son inhibition plutôt que son 
activation au contraire d’un agoniste. Un agoniste inverse permet l’inhibition de l’activité 
spontanée d’un récepteur alors qu’un antagoniste réduit son activité induite par un ligand 
(Bouvier, 1994). Cette drogue a déjà été utilisée dans notre laboratoire, montrant une diminution 
de la protéine en immunobuvardage et une translocation potentielle du noyau vers le cytoplasme 
vu en immunohistochimie (Bianco, résultats non publiés). Dans le cadre de mon projet, trois 
concentrations ont été utilisées soit 1, 2,5 et 5 µM en plus du contrôle dans du DMSO.  
3.1.1 Abondance de l’ARNm de LRH-1 lors de traitements avec le ML180 
Pour mesurer l’effet du ML180 sur nos cellules, nous avons d’abord regardé l’abondance des 
ARNm de LRH-1 à la suite de 24 h de traitement. Comme présenté dans la figure 6, que ce soit 
pour la lignée MC7-L1 (figure 6A), D2A1 (figure 6B) ou 4T1 (figure 6C), l’abondance relative 
de l’ARNm de LRH-1 ne change pas de façon significative avec l’augmentation de la 





Figure 6 : Abondance relative de l’ARNm de LRH-1 lors de traitements au ML180.  
Mesure de l’expression des ARNm de Nr5a2 dans les cellules traitées à différentes 
concentrations de ML180 (1, 2,5 et 5 µM) ou au DMSO (contrôle) pour les lignées (A) MC7-
L1, (B) D2A1 et (C) 4T1. N=3, ANOVA. 
3.1.2 Abondance protéique de LRH-1 lors de traitements avec le ML180 
Toutefois, lorsque traitées avec 5 µM de ML180, les cellules illustrent une diminution évidente 
de certaines isoformes potentielles de la protéine de LRH-1 en immunobuvardage (figure 7). 
D’abord, deux isoformes légèrement plus petites que 76 kilodaltons (kDa), ainsi qu’une 
isoforme un peu plus grosse que 52 kDa voient leur abondance diminuée pour les lignées MC7-
L1 et D2A1, lorsque traitées avec le ML180. Quant à la lignée cellulaire 4T1, elle ne semble 
pas exprimer les deux isoformes de 76 kDa les plus abondantes de ses consœurs, mais celle de 
52 kDa semble plus abondante après le traitement. De plus, on peut observer des isoformes plus 




pour chaque échantillon. Il est à noter que ces résultats proviennent de deux membranes qui ont 
été produites en même temps.  
 
Figure 7 : Immunobuvardage de LRH-1 lors de traitements au ML180.  
Immunobuvardage contre LRH-1 et le contrôle HDAC2 pour les lignées cellulaires MC7-L1, 
D2A1 et 4T1 traitées (+) ou non-traitées (-) avec 5 µM de ML180.  Échelle en kilodaltons (kDa).  
3.1.3 Abondance des ARNm de certains gènes cibles connus ou potentiels de 
LRH-1 lors de traitements avec le ML180 
Bien que l’ARNm de LRH-1 ne montre aucun changement significatif (figure 6), l’ARNm de 
ses gènes cibles connus, soit la cycline D1 (Ccnd1) et p21 ou Cyclin dependent kinase 
Inhibitor 1A (Cdkn1a), montrent des changements significatifs (figure 8). D’abord pour la 
lignée MC7-L1 (figure 8A), on peut observer une diminution significative de Ccnd1 pour toutes 
les concentrations de ML180 (p < 0,01) ainsi qu’une augmentation de Cdkn1a pour les 
concentrations de 1 et 2,5 µM de ML180 (p < 0,001), mais pas pour celle de 5 µM. Ensuite, 
pour la lignée D2A1 (figure 8B), on peut observer une diminution de Ccnd1 à une concentration 




deux autres concentrations, tandis qu’une augmentation significative graduelle de Ccnd1 est 
observée dès la concentration de 1 µM (p < 0,01) et pour les deux suivantes (p < 0,001). 
Finalement, pour la lignée 4T1 (figure 8C), aucun changement n’est observé pour Ccnd1 alors 
qu’une augmentation pour Cdkn1a est visible à 2,5 et 5 µM (p < 0,001), mais aucun changement 
pour la concentration de 1 µM.  
 
Figure 8 : Abondance relative de l’ARNm des gènes cibles connus de LRH-1 lors de 
traitements au ML180.  
Mesure de l’expression des ARNm de Ccnd1 et Cdkn1a dans les cellules traitées à différentes 
concentrations de ML180 (1, 2,5 et 5 µM) ou au DMSO (contrôle) pour les lignées (A) MC7-
L1, (B) D2A1 et (C) 4T1. N=3, ANOVA, p-value < 0,05 (*), 0,01 (**) ou 0,001 (***). 
En nous penchant sur d’autres gènes liés à la prolifération cellulaire, nous avons pu observer 
quelques changements de l’ARNm de certaines de ces protéines connues ou non comme étant 
des gènes cibles de LRH-1. Nous avons regardé d’autres cyclines soit la G1 (Ccng1) et E1 




de médier la prolifération dépendante de l’œstrogène (Chand et al, 2012) et, finalement, Myc, 
un proto-oncogène bien connu (figure 9).  
D’abord, pour la lignée MC7-L1 (figure 9A), on n’observe aucun changement significatif pour 
tous les ARNm à une concentration de 1 µM de ML180. Pour Ccne1 et Ccng1, on peut observer 
une diminution pour une concentration de ML180 de 2,5 µM (p < 0,05 pour Ccne1 et p < 0,01 
pour Ccng1) ainsi qu’à 5 µM (p < 0,001). Pour les ARNm de Greb1 et Myc, on observe une 
diminution à 2,5 µM (p < 0,01) et à 5 µM (p < 0,05). Ensuite, pour la lignée D2A1 (figure 9B), 
on n’observe aucun changement significatif pour Ccne1 et Ccng1 quoiqu’on puisse observer 
une légère diminution à 5 µM pour Ccne1 et à 2,5 et 5 µM pour Ccng1. Il est à noter que les 
ARNm de Greb1 et Myc n’ont pas été détectés lors de la qPCR. Finalement, pour ce qui est de 
la lignée 4T1 (figure 9C), on n’observe aucun changement significatif pour la Ccng1 et Myc. 






Figure 9 : Abondance relative de l’ARNm des gènes cibles connus ou potentiels de LRH-1 
liés à la prolifération cellulaire lors de traitements au ML180.  
Mesure de l’expression des ARNm de Ccne1, Ccng1, Greb1 et Myc dans les cellules traitées à 
différentes concentrations de ML180 (1, 2,5 et 5 µM) ou au DMSO (contrôle) pour les lignées 
(A) MC7-L1, (B) D2A1 et (C) 4T1. N=3, ANOVA, p-value < 0,05 (*), 0,01 (**) ou 0,001 (***). 
En se concentrant maintenant sur les capacités migratoires et invasives des cellules cancéreuses, 
nous avons regardé les changements d’abondance d’ARNm de certains gènes facilitateurs de 
ces capacités. D’abord, au niveau du cytosquelette, nous avons porté notre attention sur deux 
cadhérines, E (Cdh1) et N (Cdh2), des molécules d’adhésion pour soutenir les filaments d’actine 
entre autres, ainsi que la vimentine (Vim). De plus, nous nous sommes intéressés à la Mmp9, 
une protéine sécrétée à la surface cellulaire permettant de cliver les composants fibreux de la 
MEC. Finalement, Vegf a aussi fait partie de notre recherche puisque c’est un facteur 
couramment sécrété par les cellules tumorales pour stimuler l’angiogenèse (figure 10).  




5 µM de façon drastique pour Cdh1 (p < 0,001) et Cdh2 (p < 0,01) et d’environ de moitié pour 
Vim (p < 0,01). On peut également observer une diminution à 2,5 µM pour Cdh2 (p < 0,05). 
Pour ce qui est des molécules sécrétées, on ne peut observer aucun changement pour Mmp9 sauf 
lorsque les cellules sont traitées avec 1 µM de ML180, l’abondance augmente (p < 0,05), alors 
que Vegf voit son abondance réduire drastiquement à 5 µM (p < 0,001). Pour ce qui est de la 
lignée D2A1 (figure 10B), aucun résultat n’est significatif, bien qu’on puisse observer une 
tendance à diminuer pour Vim et Vegf. Les cadhérines et Mmp9 n’ont pu être détectés à la qPCR. 
Finalement, la lignée 4T1 (figure 10C) ne montre aucun résultat significatif ou une réelle 
tendance pour Cdh1, Vim et Vegf. Cdh2 et Mmp9 n’ont pas été détectés.  
 
Figure 10 : Abondance relative de l’ARNm des gènes cibles connus ou potentiels de LRH-
1 liés à la migration et l’invasion cellulaire lors de traitements au ML180.  
Mesure de l’expression des ARNm de Cdh1, Cdh2, Mmp9, Vegf et Vim dans les cellules traitées 
à différentes concentrations de ML180 (1, 2,5 et 5 µM) ou au DMSO (contrôle) pour les lignées 




3.1.4 Capacité de migration des cellules cancéreuses lors de traitements avec 
le ML180 
Au niveau phénotypique, nous avons testé la migration des cellules à travers la plaie en mesurant 
le pourcentage de la densité recouverte dans le temps (figure 11). Après 24 h, on peut observer 
une densité moindre avec l’augmentation de la concentration de ML180 pour MC7-L1 
(figure 11A), mais même le contrôle n’a pas couvert entièrement la plaie contrairement aux 
deux lignées TN. D’ailleurs, la même tendance se retrouve chez D2A1 (figure 11B) qu’à partir 
de 2,5 µM de ML180. Bien que des statistiques ne peuvent s’appliquer puisque ce résultat ne 
représente qu’un réplicat biologique, ceci soutient que le ML180 réduit la migration de MC7-
L1 et D2A1. Alors que la capacité migratoire de la lignée 4T1 (figure 11C) n’est pas affectée 
par l’agoniste inverse. Même à des concentrations allant jusqu’à 50 µM de ML180, les cellules 






Figure 11 : Migration à travers la plaie des cellules cancéreuses lors de traitements au 
ML180.  
Densité relative recouverte de la plaie (%) après 24 heures pour les lignées (A) MC7-L1, (B) 
D2A1 et (C) 4T1 dans les conditions contrôle (DMSO) et traitées avec différentes 
concentrations de ML180 (1, 2,5 et 5 µM). n= 1. 
3.2 Déplétion de LRH-1 par ARN interférent 
Une autre façon de réduire l’expression de notre RN est l’emploi d’un ARNsh contre LRH-1. 
Comme leur nom l’indique, ces constructions lient l’ARNm de la protéine cible pour mener à 
sa destruction et ainsi empêcher sa traduction (Agrawal et al, 2003). Pour ce faire, des 293T ont 
été transfectés avec les plasmides pPAX2 et pMD2G ainsi que soit la construction de l’ARNsh 
humain (shNR5A2 #1-2), souris (shNr5a2 #1-2), la construction contrôle pLKO ou une 
construction exprimant le fluorophore GFP, pLVTHM. Ce dernier permettait d’évaluer la 
transfection des cellules, ainsi, pour chaque production de virus, les cellules transfectées avec 




l’ayant produit (résultats non présentés).  
Par la suite, les huit et cinq transductions en suspension faites aux lignées cellulaires D2A1 et 
MDA-MB-231, respectivement, ont montré plus de 90 % des cellules exprimant la protéine GFP 
dans les pétris infectés avec le virus produit avec le pLVTHM (résultats non présentés). Les 
quantités de virus ayant déjà été optimisées dans notre laboratoire pour MDA-MB-231, les 
mêmes expériences d’optimisation ont été effectuées pour D2A1 dans le cadre de mon projet 
ainsi que le choix des deux ARNsh les plus performants parmi les cinq candidats initiaux 
(annexe D).  
3.2.1 Abondance des ARNm de LRH-1 avec les ARNsh 
D’abord, nous avons évalué l’efficacité de la transduction des ARNsh par RT-qPCR (figure 12). 
Pour D2A1, nous avons réussi à obtenir une baisse en moyenne de 50 % de l’abondance de 
l’ARNm de LRH-1 avec les deux ARNsh (figure 12A). Les résultats ne sont pas significatifs 
puisque certaines infections n’ont pas été aussi efficaces que d’autres pour détruire l’ARNm de 
LRH-1 dans les cellules (■, ▲ dans la figure 12A). Pour MDA-MB-231, comme les résultats 
obtenus précédemment par notre laboratoire, les ARNsh #1 et #2 ont réduit respectivement de 





Figure 12 : Abondance relative de l’ARNm de LRH-1 des cellules cancéreuses déplétées 
ou non pour LRH-1.  
Mesure de l’expression des ARNm de Nr5a2/NR5A2 relative au contrôle pour différentes 
transductions faites sur les (A) D2A1 et les (B) MDA-MB-231. N = 8 (A), N = 5 (B), ANOVA, 
p-value < 0,001 (***). Réplicats biologiques de shNr5a2 #1 (■) et de shNr5a2 #2 (▲).  
3.2.2 Abondance protéique de LRH-1 avec les ARNsh 
Ensuite, nous avons vérifié l’efficacité des ARNsh par immunobuvardage, afin d’observer la 
diminution de l’abondance protéique de LRH-1 résultant de la dégradation de son ARNm. Les 
résultats présentés à la figure 13 ont été obtenus à partir d’une même membrane exposée d’abord 




Dans les deux types cellulaires, les deux isoformes près de 76 kDa présentes également sur 
l’immunobuvardage précédent (figure 7) sont aussi exprimées (figure 13). Toutefois, 
l’abondance de ces isoformes semble augmenter en présence des ARNsh autant pour D2A1 et 
MDA-MB-231. De plus, le même isoforme de près de 52 kDa est aussi présente pour D2A1, 
mais n’est pas exprimé par les MDA-MB-231. Son abondance ne change pas chez D2A1 par 
rapport au contrôle. Il est important de constater que les contrôles HDAC2 et TBP ne sont pas 
stables entre les contrôles et les ARNsh, et ce pour les deux types cellulaires.  
 
Figure 13 : Immunobuvardage de LRH-1 des cellules cancéreuses déplétées ou non pour 
LRH-1.  
Immunobuvardage contre LRH-1 et les contrôles HDAC2 et TBP pour les lignées cellulaires 
MDA-MB-231 et D2A1 déplétées ou non pour LRH-1 à l’aide d’ARNsh. Échelle en kilodaltons 





3.2.3 Abondance des ARNm de gènes cibles connus de LRH-1 
Afin de rajouter une mesure de l’efficacité de la déplétion de LRH-1, nous nous sommes penchés 
sur deux gènes cibles connus de LRH-1, soit Ccnd1/CCND1 et Cdkn1a/CDKN1A comme 
mentionné plus tôt (Bianco et al, 2014b). Pour ce faire, nous avons regardé l’abondance des 
ARNm pour ces deux gènes (figure 14).  
D’abord, pour la lignée D2A1, nous n’observons aucun changement de l’expression pour Ccnd1 
(figure 14A). Toutefois, on peut voir une augmentation drastique de Cdkn1a pour shNr5a2 #1 
(p < 0,001), mais l’abondance pour shNr5a2 #2 demeure inchangée par rapport au contrôle 
(shCtrl). Ensuite, pour la lignée MDA-MB-231, nous pouvons observer une augmentation de 
Ccnd1 pour shNR5A2 #1 (p < 0,05), alors que, pour shNR5A2 #2, nous voyons une diminution 
très claire de son abondance (p < 0,001) (figure 14B). Pour ce qui est de Cdkn1a, son abondance 
n’est pas changée pour shNR5A2 #1, mais augmente de façon significative pour shNR5A2 #2 





Figure 14 : Abondance relative de l’ARNm des gènes cibles connus de LRH-1 liés à la 
prolifération cellulaire des cellules cancéreuses déplétées ou non pour LRH-1.  
Mesure de l’expression des ARNm de Ccnd1/CCND1 et Cdkn1a/CDKN1A dans les cellules 
D2A1 (A) et MDA-MB-231 (B) déplétées (shNr5a2 #1-2/shNR5A2 #1-2) ou non 
(shCtrl/shCTRL) pour LRH-1. N = 8 (A), N = 5 (B), ANOVA, p-value < 0,05 (*) ou 0,001 
(***). 
3.2.4 Capacité de prolifération des cellules cancéreuses avec les ARNsh 
Nous nous sommes attardés aux phénotypes oncogéniques pour évaluer davantage l’efficacité 
des ARNsh contre LRH-1. D’abord, la prolifération cellulaire a été testée en mesurant la 
confluence des cellules dans le temps (figures 15 et 16). Nous avons également évalué la vitesse 
de croissance des cellules en calculant la pente d’une droite linéaire passant à travers la phase 




En s’attardant d’abord à la lignée MDA-MB-231, on peut observer une abolition complète de 
la prolifération des cellules déplétées pour LRH-1 (figure 15). Les cellules contrôles montrent, 
elles-mêmes, une vitesse de croissance faible de 0,41 en comparaison à la vitesse du contrôle 
des D2A1 d’un ordre de 1,42 (figure 16). En effet, les MDA-MB-231 ont une croissance plus 
lente que les D2A1 puisque, lors de l’entretien des cellules, les premières devaient être moins 
diluées (1/5) que les secondes (1/20) pour atteindre une confluence de près de 100 % après 3 ou 
4 jours. Ici, pour un même temps d’observation de 10 jours, les MDA-MB-231 n’atteignent pas 
une confluence totale, et ce même si 4 000 cellules ont été ensemencées en début d’expérience, 






Figure 15 : Prolifération en conditions normales des cellules cancéreuses humaines MDA-
MB-231 déplétées ou non pour LRH-1.  
Cinétique de prolifération dans des conditions normales (FBS+) des cellules MDA-MB-231 
déplétées (shNR5A2 #1-2) ou non (shCTRL) pour LRH-1. N=3, valeur de la pente calculée à 
l’aide d’une droite linéaire alignée dans la phase exponentielle de la croissance cellulaire. Non 
applicable (N/A) ; pente incalculable, car aucune croissance.  
En regardant maintenant la prolifération de la lignée D2A1, nous pouvons constater un résultat 
différent (figure 16). Contrairement aux MDA-MB-231, les D2A1 ne voient pas leur croissance 
abolie par la présence des ARNsh, mais plutôt ralentie. En effet, alors que la vitesse du contrôle 
(shCtrl) est de 1,42, les vitesses des shNr5a2 #1 et #2 ont des vitesses de l’ordre de 0,68 et 0,60 
respectivement. Cette diminution de vitesse est significative pour les deux ARNsh (p < 0,001). 




soit environ cinq jours contrairement aux MDA-MB-231. L’appareil utilisé pour ce test, 
l’IncuCyte, mesure la surface recouverte par les cellules. Dès lors, même si les cellules 
continuent de se diviser et s’accumulent en hauteur plutôt qu’en largeur – ce qui est le cas des 
D2A1 en culture (résultats non présentés) – l’appareil ne peut mesurer une confluence 
supérieure à 100 %.  
 
Figure 16 : Prolifération en conditions normales des cellules cancéreuses murines D2A1 
déplétées ou non pour LRH-1.  
Cinétique de prolifération dans des conditions normales (FBS+) des cellules D2A1 déplétées 
(shNr5a2 #1-2) ou non (shCtrl) pour LRH-1. N=3, valeur de la pente calculée à l’aide d’une 
droite linéaire alignée dans la phase exponentielle de la croissance cellulaire, t tests par rapport 







3.2.5 Capacité de migration des cellules cancéreuses avec les ARNsh 
Finalement, nous avons testé la capacité migratoire des cellules lorsque déplétées ou non pour 
LRH-1. Ce phénotype a été testé de deux façons, soit par chimioattraction en chambre de 
Boyden et par migration à travers la plaie.  
D’abord, les cellules ont été ensemencées dans des petites chambres internes avec des pores, 
qu’on appelle les chambres de Boyden, menant à un puits plus gros en dessous comprenant un 
chimioattractant. Ici, le chimioattractant consiste simplement en du milieu complet comprenant 
du FBS, alors que les cellules baignent dans un milieu sans FBS dans la chambre interne 
(figure 17). Pour la lignée D2A1, nous pouvons observer une diminution de moitié de la 
moyenne de cellules qui ont migré après 24 h pour shNr5a2 #1 (p < 0,001), alors qu’aucun 
changement significatif n’est observé pour shNr5a2 #2 (figure 17A). Pour la lignée MDA-MB-
231, les deux ARNsh ont diminué de façon significative la moyenne des cellules migrées après 






Figure 17 : Migration par chimioattraction en conditions normales des cellules 
cancéreuses déplétées ou non pour LRH-1.  
Moyenne des cellules qui ont migré par chimioattraction en chambre de Boyden après 24 heures 
pour les lignées (A) D2A1 et (B) MDA-MB-231 dans les conditions de contrôle positif (FBS+). 
Pour chaque lignée, il y a le contrôle (shCtrl et shCTRL), et les deux ARNsh utilisés (shNr5a2 
#1, shNr5a2 #2, shNR5A2 #1 et shNR5A2 #2). N= 3, ANOVA, p-value < 0,001 (***). 
Ensuite, nous avons mesuré la migration des cellules d’une seconde façon, soit par la migration 
à travers la plaie. Encore une fois, le milieu utilisé dans cette expérience est le milieu complet 
comprenant du FBS. Pour la lignée D2A1, contrairement aux chambres de Boyden, nous 
pouvons observer une diminution significative de la densité recouverte de la plaie en 
pourcentage (%) après 24 h (p < 0,001) (figure 18). L’expérience n’a pu être réalisée avec les 
MDA-MB-231 dues à leur mauvaise adhésion au fond du puits et le manque de confluence pour 





Figure 18 : Migration à travers la plaie en conditions normales des cellules cancéreuses 
murines D2A1 déplétées ou non pour LRH-1.  
Densité relative recouverte de la plaie (%) après 24 heures pour la lignée D2A1 dans les 
conditions de contrôle positif (FBS+) des cellules déplétées pour LRH-1 (shNr5a2 #1-2) ou non 















































































3.3 Impact du sécrétome des fibroblastes NIH/3T3 sur les 
phénotypes oncogéniques des cellules cancéreuses murines 
Pour la dernière partie de ce projet, nous nous sommes intéressés à l’impact du 
microenvironnement tumoral, plus particulièrement le sécrétome des CAFs, en étudiant les 
phénotypes de prolifération et de migration sur les lignées cellulaires D2A1 et MDA-MB-231 
déplétées en LRH-1. Afin de simuler l’impact des CAFs sur les cellules tumorales, nous avons 
utilisé le sécrétome des fibroblastes NIH/3T3.  
3.3.1 Capacité de prolifération des cellules cancéreuses dans du milieu de 
fibroblastes 
Pour mesurer l’effet du sécrétome des fibroblastes sur le phénotype de prolifération des cellules 
cancéreuses, nous avons fait exactement le même test que précédemment avec les ARNsh, mais 
en utilisant différents milieux. D’abord, le milieu de contrôle positif (FBS+), consistant 
simplement au milieu utilisé pour les passages cellulaires, a permis aux cellules de proliférer 
comme attendu autant pour D2A1 (figure 19, points et ligne bleu foncé) que pour MDA-MB-
231 (figure 20, points et ligne bleu foncé). Alors que le milieu de contrôle négatif (FBS-), 
consistant au DMEM avec uniquement des antibiotiques, n’a permis aucune prolifération pour 
les deux lignées (figures 19 et 20, triangles inversés et ligne bleu pâle). Pour ce qui est du milieu 
des fibroblastes NIH/3T3, que ce soit la concentration totale (Fibros) ou diluée de moitié dans 
du milieu FBS- (½ Fibros), les cellules n’ont pas proliféré au même titre que le contrôle négatif 
(figures 19 et 20, losanges et ligne rose pour ½ Fibros, triangles inversés et ligne rouge pour 
Fibros). Il est à noter que nous avons évalué les cellules déplétées pour LRH-1 dans ce test avec 






Figure 19 : Prolifération des cellules cancéreuses murines D2A1 dans différents milieux de 
culture.  
Cinétique de prolifération des cellules D2A1 non-déplétées pour LRH-1 (shCtrl). Les milieux 
utilisés sont le contrôle négatif (FBS-) et positif (FBS+), le sécrétome des fibroblastes NIH/3T3 





Figure 20 : Prolifération des cellules cancéreuses humaines MDA-MB-231 dans différents 
milieux de culture. 
Cinétique de prolifération des cellules MDA-MB-231 non-déplétées pour LRH-1 (shCTRL). 
Les milieux utilisés sont le contrôle négatif (FBS-) et positif (FBS+), le sécrétome des 






3.3.2 Capacité de migration des cellules cancéreuses dans du milieu de 
fibroblastes et l’effet de la déplétion de LRH-1 dans de telles conditions.  
Nous nous sommes ensuite penchés sur le phénotype de migration que nous avons testé de deux 
façons. Nous avons d’abord testé la migration par chimioattraction en chambre de Boyden. Pour 
ce faire, les cellules ont été placées dans la chambre supérieure dans du milieu pauvre, soit le 
contrôle négatif (FBS-) et la chambre inférieure comprenaient les différents milieux que nous 
avons déjà décrit, donc les contrôles négatif (FBS-) et positif (FBS+) en plus du milieu Fibros 
et ½ Fibros. Comme nous pouvons l’observer dans la figure 21, la lignée D2A1 migre vers le 
milieu Fibros ou sa dilution (1/2 Fibros) avec la même amplitude que le contrôle positif (FBS+), 
et ce sans la présence de FBS dans ces milieux (figure 21A). La migration est donc 
significativement supérieure que le contrôle négatif (p < 0,001). Pour ce qui est de la lignée 
MDA-MB-231, le milieu de Fibros ne stimule pas la migration des cellules comme pour sa 
consœur murine, l’augmentation faible par rapport au contrôle négatif (FBS-) n’est pas 






Figure 21 : Migration par chimioattraction des cellules cancéreuses avec différents 
milieux de culture.  
Nombre moyen de cellules qui ont migré par chimioattraction en chambre de Boyden après 24 
heures pour les lignées (A) D2A1 et (B) MDA-MB-231. Contrôle négatif (FBS-), contrôle 
positif (FBS+), milieu de fibroblastes (Fibros), milieu de fibroblastes dilués de moitié (1/2 
Fibros). N= 3, ANOVA, p-value < 0,001 (***). 
Pour avoir une idée de l’impact de LRH-1 dans cette stimulation de la migration par le sécrétome 
des CAFs, nous avons exécuté la même expérience en chambre de Boyden avec les ARNsh. 
Lorsque LRH-1 est déplétée dans la lignée D2A1, la migration est réduite significativement 
pour les deux ARNsh (p < 0,001 pour shNr5a2 #1, p < 0,01 pour shNr5a2 #2) (figure 22A). 





Figure 22 : Migration par chimioattraction des cellules cancéreuses déplétées ou non pour 
LRH-1 avec différents milieux de culture.  
Nombre moyen de cellules qui ont migré par chimioattraction en chambre de Boyden après 24 
heures pour les lignées (A) D2A1 et (B) MDA-MB-231 dans les conditions du milieu de 
fibroblastes (Fibros). Pour chaque lignée, il y a le contrôle (shCtrl et shCTRL), et les deux 
ARNsh utilisés (shNr5a2 #1-2 et shNR5A2 #1-2). N= 3, ANOVA, p-value < 0,01 (**) ou 0,001 
(***). 
Une autre façon de tester la migration s’est faite par migration à travers la plaie. Pour des raisons 
techniques, seule la lignée D2A1 a été testée de cette façon dans cette dernière partie du projet 
de recherche. Nous avons regardé l’évolution de la surface relative recouverte par les cellules à 
6, 12 et 24 heures. Nous pouvons observer, à 6 h, que seul le milieu Fibros augmente de façon 
significative la migration à travers la plaie (p < 0,001) (figure 23A), alors qu’à 12 h, les milieux 




contrôle négatif (p < 0,05) (figure 23B). C’est à 24 h que le milieu FBS+ rattrape au même 
niveau le milieu Fibros pour l’augmentation significative de la migration (p < 0,001) 
(figure 23C).  
  
Figure 23 : Migration à travers la plaie des cellules cancéreuses murines D2A1 dans 
différents milieux de culture et sur différents temps.  
Surface relative recouverte de la plaie (%) aux temps (A) 6, (B) 12 et (C) 24 heures pour la 
lignée D2A1 dans les conditions de contrôle négatif (FBS-), contrôle positif (FBS+), du milieu 
de fibroblastes (Fibros) et du milieu de fibroblastes dilués deux fois (1/2 Fibros). N= 3, 
ANOVA, p-value < 0,05 (*) ou 0,001 (***). 
Finalement, nous nous sommes intéressés à l’impact des ARNsh dans cette expérience afin de 
venir soutenir le test précédent en chambre de Boyden. Lorsque LRH-1 est déplétée à l’aide du 
shNr5a2 #1, la migration à travers la plaie est significativement réduite par rapport au contrôle 





Figure 24 :  Migration à travers la plaie des cellules cancéreuses murines D2A1 déplétées 
ou non pour LRH-1 dans différents milieux de culture.  
Surface relative recouverte de la plaie (%) après 24 heures pour la lignée D2A1 dans les 
conditions du milieu de fibroblastes (Fibros). Le contrôle (shCtrl) est comparé aux deux ARNsh 














































































DISCUSSION ET CONCLUSION GÉNÉRALE 
4.1 Discussion 
4.1.1 Le blocage pharmacologique de LRH-1 avec l’agoniste inverse ML180 : 
un bon départ in vitro 
Les premiers essais in vitro de l’agoniste inverse de LRH-1, le ML180, sont prometteurs pour 
la réduction du RN. Bien que l’abondance relative de l’ARNm de LRH-1 ne soit pas affectée 
par la drogue (figure 6), l’abondance protéique semble touchée (figure 7). Il va de soi puisque 
la drogue n’agit qu’au niveau protéique en liant cette dernière, bloquant ainsi toutes interactions 
possibles avec ses coactivateurs (Busby et al, 2010). Il se pourrait que cette liaison mène à sa 
dégradation ou sa translocation. Des résultats préliminaires de notre laboratoire montraient 
également la diminution de l’abondance protéique de LRH-1 en immunobuvardage et en 
immunohistochimie dans des lignées cellulaires humaines comme celle utilisée dans ce projet 
soit la lignée TN MDA-MB-231 et une autre exprimant ER soit MCF-7 (Bianco, résultats non 
présentés).  
Pour les modèles cellulaires murins, nous avons également observé une réduction des isoformes 
potentielles de LRH-1 sous 76 kDa et au-dessus de 52 kDa pour les lignées MC7-L1 et D2A1 
(figure 7). Ce qui est intéressant c’est que la lignée 4T1 ne semble pas exprimer les isoformes 
sous 76 kDa, mais uniquement celles au-dessus de 52 kDa en plus de deux autres isoformes plus 




64 kDa et trois potentielles de 61,5, 57,2 et 15,9 kDa. Ce qui pourrait correspondre aux trois 
isoformes exprimées par MC7-L1 et D2A1, à l’exception de celle de 15,9 kDa, ainsi que la plus 
lourde de 4T1. Toutefois, les deux autres isoformes de cette dernière ne correspondent pas à la 
plus légère de 15,9 kDa non plus puisqu’elles se situent entre 31 et 52 kDa. Ces tailles pourraient 
être le résultat d’une isoforme tronquée et non dégradée détectée par l’Ac. Il est important de 
mentionner que nous avons testé également une lignée cellulaire murine de prostate caractérisée 
pour LRH-1 dans notre laboratoire, la lignée LNCaP, qui nous a servi de contrôle positif pour 
l’Ac (Bianco, travaux en cours). Nous avons observé les mêmes isoformes que celles présentes 
pour MC7-L1 et D2A1 sur la figure 7 (résultats non présentés).  
Ces résultats suggèrent qu’il y a une réduction de l’abondance protéique de LRH-1 avec 5 µM 
de ML180 puisque le contrôle HDAC2 est stable pour chaque échantillon (figure 7). Ces deux 
expositions proviennent de deux membranes différentes, mais elles ont été produites en même 
temps, nous pouvons donc être confiants que les puits sont comparables entre les deux 
membranes. La drogue ML180 semble donc efficace à 5 µM pour réduire l’abondance protéique 
de toutes les isoformes présentes dans les lignées MC7-L1 et D2A1, mais ne semble pas affecter 
les isoformes de la lignée 4T1. Ce dernier point corrèle avec les essais des migrations à travers 
la plaie (figure 11) où 4T1 n’était pas affecté par la drogue (figure 11C) et ce même jusqu’à une 
concentration de 50 µM (résultats non présentés).  
Pour mieux explorer l’effet de la drogue ML180, nous avons également regardé l’abondance 
des ARNm de gènes connus ou potentiels de LRH-1 en lien avec la prolifération et la migration 
(figures 8 à 10). D’abord, l’abondance des ARNm de Ccnd1 et Cdkn1a, deux gènes cibles 
connus de LRH-1 (Bianco et al, 2014b ; Lin et al, 2014b), corrèle avec la diminution de 
l’abondance protéique pour les lignées MC7-L1 et D2A1 (figure 8A, B). La cycline D1 est 
couramment surexprimée dans les cancers du sein et a été démontrée comme un faible oncogène 
puisqu’elle stimule la division cellulaire (Barnes et Gillett, 1998). Bien que son expression 




toutefois été démontré dans le cancer du pancréas (Lin et al, 2014b). Pour sa part, Cdkn1a, tel 
son nom l’indique, est un inhibiteur de CDK (Cyclin dependent kinase), contribuant ainsi à 
accélérer l’entrée en mitose (Abbas et Dutta, 2009). Fortement exprimé dans le cancer du sein 
et favorisant la progression de la tumeur (Wei et al, 2015), Cdkn1a a également été démontré 
comme une cible de LRH-1 par notre laboratoire (Bianco et al, 2014b). À la lumière de ces 
informations, lorsqu’on inhibe LRH-1, on devrait donc s’attendre à voir une diminution de 
Ccnd1 et une augmentation de Cdkn1a.  
En effet, on peut observer une diminution significative de l’expression de Ccnd1, entre autres, 
à 5 µM de ML180 pour la lignée MC7-L1 et une augmentation significative de Cdkn1a pour les 
deux concentrations précédentes, mais pas pour celle de 5 µM (figure 8A). Pour expliquer ce 
phénomène, nous pouvons proposer deux scénarios. Nous faisons peut-être face à une inhibition 
graduelle dans le temps qui diffère entre Ccnd1 et Cdkn1a ou une compensation des cellules par 
une autre voie de signalisation lorsque LRH-1 est fortement réduite. Un scénario similaire est 
présent pour la lignée D2A1 (figure 8B), même si la diminution de Ccnd1 n’est pas significative 
à 5 µM, on peut voir une tendance qui est maintenue comme pour MC7-L1, et l’augmentation 
de Cdkn1a reste significative à 5 µM contrairement à sa consœur bien qu’on puisse observer 
une tendance similaire.  
Ce qui est particulier est les résultats observés pour la lignée 4T1 (figure 8C), où on ne peut voir 
aucun changement pour Ccnd1. Toutefois, on observe une augmentation significative de 
Cdkn1a à partir de 2,5 µM de la drogue, et ce même s’il n’y a aucun changement de LRH-1 au 
niveau protéique et au niveau du phénotype de migration (figure 11C). Il serait possible de 
remettre en question la spécificité du ML180 à la lumière de ces derniers points, mais étant 
donné les résultats obtenus dans les lignées humaines MDA-MB-231 et MCF-7 (Bianco, 
résultats non présentés) et ceux des deux autres lignées murines MC7-L1 et D2A1 comme 
discuté plus haut, cette hypothèse est peu probable. Nous pourrions plutôt envisager 




l’augmentation de Cdkn1a puisque ce résultat est contradictoire avec le reste des éléments mis 
de l’avant comme l’abondance protéique de LRH-1 (figure 7), l’abondance d’ARNm de Ccnd1 
(figure 8C) et le phénotype de migration (figure 11C) de la lignée 4T1 avec le ML180.  
Nous avons également examiné d’autres gènes liés au cycle cellulaire comme Ccne1 et Ccng1, 
Greb1 et le proto-oncogène Myc pour savoir s’ils ne pourraient pas être des gènes cibles 
potentiels de LRH-1 dans le cancer du sein. Il a été démontré, dans les intestins, que LRH-1 
interagit avec la β-caténine pour induire Ccnd1, Ccne1 et Ccng1 (Botrugno et al, 2004). LRH-
1 induit également Ccne1 et Myc dans le cancer du foie (Xiao et al, 2018). De plus, la β-caténine 
a également été démontré comme régulateur de Myc et Cdkn1a dans le cancer du sein (Xu et al, 
2015). Finalement, on sait que LRH-1 régule Greb1 directement avec ER (Chand et al, 2012). 
Pris ensemble, nous pouvons suggérer que l’inhibition de LRH-1 donnera une diminution de 
tous ces gènes si le récepteur est directement lié à leur transcription.  
En effet, tous ces gènes semblent affectés par la drogue ML180 à partir de 2,5 µM dans la 
lignée MC7-L1 (figure 9A). Mais ce n’est pas le cas pour la lignée D2A1 (figure 9B) et 4T1 
(figure 9C) pour les gènes qui ont été détectés. Ce qui semble normal pour la seconde puisque 
la drogue n’a pas d’effet sur elle, mais ça nous amène à nous questionner lorsqu’on compare les 
lignées MC7-L1 et D2A1. La meilleure hypothèse qui peut expliquer cette différence, en 
considérant que LRH-1 est impliqué dans la transcription de ces cyclines, c’est que la différence 
du profil ER est en cause. En effet, on sait que le patron de transcription de LRH-1 change 
lorsque ER n’est pas exprimé par la cellule (Bianco, travaux en cours). Par exemple, le gène de 
Greb1 est connu pour être transcrit par LRH-1 en présence de ER (Chand et al, 2012), mais ne 
semble plus du tout exprimé lorsque ER ne l’est pas. Un phénomène similaire pourrait être en 
cause pour Ccne1, Ccng1 et Myc. Il se pourrait également que la lignée D2A1 nécessite plus 
que 5 µM de la drogue ML180 pour avoir un effet au même titre que MC7-L1 puisque la 




(figure 11A, B). Pour ce qui est de la lignée 4T1, il n’y a aucun changement significatif ou 
tendance observée pour Ccng1 et le proto-oncogène Myc ce qui appuie les propos précédents.  
Nous avons également observé des gènes liés à la migration, soit des gènes du cytosquelette 
comme la vimentine, des molécules de la surface cellulaire comme Cdh1 et Cdh2 ou des 
molécules sécrétées telles Vegf et Mmp9. Tous ces gènes ont des rôles importants qui peuvent 
affecter les capacités migratoires des cellules. D’abord les cadhérines ont été démontrées comme 
jouant un rôle majeur dans la TEM (Hazan et al, 2000 ; Mrozik et al, 2018), ainsi que dans la 
motilité cellulaire en permettant aux cellules de s’accrocher aux éléments de la MEC (Canel et 
al, 2013). Nos résultats démontrent que Cdh1 et Cdh2 sont significativement réduites lorsque la 
lignée MC7-L1 est traitée au ML180, particulièrement à 5 µM (figure 10A). Pour ce qui est de 
la vimentine, un marqueur connu pour la TEM et favorisant la survie cellulaire (Satelli et Li, 
2011), nous observons également une diminution significative. Finalement, la molécule sécrétée 
Vegf servant à stimuler l’angiogenèse (Carmeliet, 2005), est également significativement 
réduite, mais pas Mmp9, une métalloprotéinase qui permet la dégradation des éléments de la 
MEC (Murphy et Nagase, 2008) (figure 10A). Dans la lignée D2A1, on peut voir une tendance 
à la baisse de la Vim et Vegf, alors que les ARNm des autres protéines n’ont pas été détectés par 
RT-qPCR (figure 10B). Finalement, les ARNm détectés par le test dans la lignée 4T1, soit Cdh1, 
Vegf et Vim, ne montrent aucun changement, peu importe la concentration de la drogue 
(figure 10C).  
Enfin, lorsqu’on observe les phénotypes de ces lignées lorsque traitées avec le ML180 aux 
différentes concentrations, on peut être plus confiant sur les hypothèses proposées plus haut. La 
lignée MC7-L1 montre une forte réduction de la migration à travers la plaie suivant 
l’augmentation graduelle de la concentration du ML180 (figure 11A). Ceci corrèle avec les 
résultats d’abondance des ARNm de la vimentine et des cadhérines qui pourraient être liés à ce 
phénotype. En ce qui concerne la lignée D2A1, on observe également une diminution avec 




(figure 10B). Ceci appuie l’hypothèse énoncée plus tôt sur la nécessité d’une plus grande 
concentration de la drogue ML180 puisqu’on peut observer une tendance dans la réduction des 
gènes liés à la migration et la prolifération sans être significative. Finalement, comme observé 
pour la lignée 4T1, il n’y a aucun changement de sa capacité migratoire avec la drogue ML180 
(figure 10C) et ce même à des concentrations très fortes de 50 µM (résultats non présentés). 
Outre pour la lignée 4T1, nos résultats appuient ce qui a déjà été démontré dans le cancer du 
pancréas (Lin et al, 2014a) et du sein (Chand et al, 2010) où l’augmentation de l’expression de 
LRH-1 favorise la migration cellulaire. Nous avons démontré ici que l’inhibition de LRH-1 par 
le ML180 mène à une diminution des capacités migratoires de nos lignées cellulaires.  
Nous avons également observé le phénotype de prolifération, où la confluence de la 
lignée MC7-L1 diminuait avec l’augmentation de la concentration du ML180, et également pour 
la lignée D2A1 bien que de moins grande envergure (résultats non présentés). Bien qu’aucun 
test de viabilité cellulaire n’ait été pratiqué, aucune augmentation significative des cellules 
flottantes dans les pétris n’a été observée lors de ces essais (résultats non présentés).  
En bref, le blocage pharmacologique de LRH-1 par la drogue ML180 est efficace pour la 
lignée MC7-L1, et de façon moins importante pour la lignée D2A1 où une concentration un peu 
plus importante de la drogue pourrait probablement donner les mêmes résultats que MC7-L1. 
Toutefois, l’agoniste inverse de LRH-1 n’a eu aucun effet sur la lignée 4T1 ce qui nous porte à 
nous questionner sur la possibilité que la forme complète de LRH-1 ne soit pas présente chez 
cette dernière. Bien que l’ARNm de LRH-1 a bel et bien été détecté (figure 6C), il se peut que 
la séquence reconnue par notre amorce soit conservée dans la forme tronquée que possèderait 





4.1.2 La déplétion de LRH-1 à l’aide d’ARN interférents : une optimisation 
supplémentaire nécessaire in vitro 
La deuxième grande partie de mon projet consiste à la déplétion de LRH-1 à l’aide d’ARN 
interférents sur la lignée D2A1 en comparaison à la lignée humaine MDA-MB-231. Nous avons 
sélectionné cette lignée puisque nous nous intéressons davantage au profil TN et que cette lignée 
répondait à la drogue ML180 au contraire de la 4T1. La lignée MDA-MB-231 a été choisie 
puisqu’elle a déjà été étudiée dans notre laboratoire (Bianco et al, 2014b) et nous l’utilisons 
donc comme comparatif pour déterminer les ressemblances et différences du comportement de 
LRH-1 dans un modèle TN entre la souris et l’humain.  
Contrairement à la drogue ML180 qui agit au niveau protéique, les ARN interférents, comme 
leur nom l’indique, agissent au niveau des ARNm en les liant et les amenant à la dégradation 
avant même d’être traduits par les ribosomes (Agrawal et al, 2003). Pour la lignée humaine 
MDA-MB-231, le travail sur l’identification des ARNsh les plus efficaces a déjà été réalisée 
(Bianco et al, 2014b) correspondant aux séquences G11 et G12 que nous avons nommées 
shNR5A2 #1-2 (annexe B, figure 30). Les résultats obtenus sur la diminution de l’ARNm de 
LRH-1 sont significatifs avec une réduction minimale d’environ 60 % (figure 12B). Pour ce qui 
est de la lignée D2A1, nous avons testé cinq différents ARNsh par RT-qPCR et nos résultats ont 
permis d’identifier les deux meilleurs pour réduire l’abondance de l’ARNm (annexe D, 
figure 36), ainsi que par immunobuvardage (annexe D, figure 37). Le choix s’est arrêté aux 
ARNsh E4 et E6, que nous avons nommés shNr5a2 #1-2 (annexe B, figure 30). Malgré le fait 
que les résultats d’immunobuvardage n’étaient pas très révélateurs, la diminution au niveau des 
ARNm était d’au moins 60 % (annexe D, figure 36).  
Toutefois, parmi les huit réplicats biologiques qui ont été infectés afin de faire toutes les 




malgré le respect du protocole, notamment en ce qui concerne les quantités de virus et les temps 
de chaque infection. En effet, comme on peut l’observer sur la figure 12A, nous notons une 
réduction de l’abondance de l’ARNm de 50% sans toutefois être significatifs puisque quelques 
réplicats ont démontré une déplétion moins efficace. Ceci pourrait s’expliquer par le fait que 
même si on essaye au mieux de respecter les quantités de cellules ou de virus, des différences 
minimes peuvent avoir des impacts importants sur le résultat final. Cette instabilité entre les 
réplicats pourrait s’expliquer par l’hétérogénéité de la population de la lignée puisque plusieurs 
formes de cellules sont visibles dans un même pétri et que les différents passages peuvent 
sélectionner de façon aléatoire un type ou un autre ce qui pourrait influencer le résultat de la 
déplétion. De plus, une résistance à la puromycine est moins possible, mais reste envisageable.   
Ce qui a été particulièrement problématique dans ce projet c’est l’exécution des 
immunobuvardages. Malheureusement, le résultat obtenu en première partie avec le blocage 
pharmacologique (figure 7) n’a pu être obtenu de nouveau. Comme on peut l’observer dans la 
figure 13, l’abondance des protéines dans chaque puits n’est pas stable selon les deux 
contrôles HDAC2 et TBP. Un facteur majeur pourrait expliquer ce problème, c’est le fait que 
les protéines ont été récoltées dans des pétris de 10 cm au lieu de ceux de 15 cm comme les 
expériences précédentes avec le ML180. La raison de ce choix faisait partie du souci de 
constance dans les quantités pour maintenir la déplétion le plus possible identique entre les 
réplicats biologiques. Même si parfois deux pétris de 10 cm étaient récoltés ensemble pour 
précipiter les protéines, la quantité de cellules, et donc de protéines résultantes, n’y était pas très 
abondante comparativement aux essais avec le ML180 (résultats non présentés). Aussi, étant 
donné l’efficacité de la déplétion dans certains essais, particulièrement pour MDA-MB-231, la 
prolifération étant grandement ralentie, voire même abolie, la confluence pouvait parfois ne pas 
dépasser 50 % après quatre jours. Donc, l’immunobuvardage en figure 13 n’est pas concluant 




Nous n’avons pas seulement regardé l’abondance des ARNm de LRH-1 pour déterminer 
l’efficacité des ARNsh, mais également ceux des gènes cibles connus comme Ccnd1 et Cdkn1a. 
Pour la lignée MDA-MB-231, la déplétion produite par le shNR5A2 #2 est de loin le plus 
efficace, car Ccnd1 est réduite de façon significative et Cdkn1a a également augmenté de façon 
significative (figure 14B). Ceci correspond à ce qui a été observé avec le ML180 et corrèle avec 
les résultats obtenus avec des lignées humaines dans notre laboratoire (Bianco et al, 2014b). 
Mais, le shNR5A2 #1 ne donne pas ces résultats, montrant plutôt une augmentation de Ccnd1 
et aucun changement pour Cdkn1a. Ceci est contradictoire avec d’autres résultats. En effet, on 
remarque que les deux ARNsh abolissent la prolifération des cellules (figure 15) et réduisent de 
façon significative la migration par chimioattraction (figure 17B). Du côté de la lignée D2A1, 
nous pouvons observer qu’il n’y a aucun changement pour Ccnd1, mais une augmentation 
significative de Cdkn1a uniquement pour le shNr5a2 #1 (figure 14A). Ceci corrèle également 
avec les essais de prolifération où le shNr5a2 #1 est plus efficace pour la ralentir que le shNr5a2 
#2 (figure 16). Toutefois, ce dernier réduit également la prolifération, mais aucun changement 
n’est observé dans l’abondance des ARNm pour la Ccnd1 et Cdkn1a (figure 14A). Ces résultats 
suggèrent que LRH-1 puisse agir sur la prolifération des cellules via la transcription d’autres 
gènes et rentre en contradiction avec les résultats obtenus avec le ML180 (figure 8B).  
C’est en regardant les phénotypes de prolifération et de migration que les résultats sont plus 
prometteurs quant à l’efficacité des ARNsh. D’abord, la prolifération de la lignée MDA-MB-
231 est parfaitement abolie par la présence des ARN interférents comme on l’avait déjà 
mentionné précédemment (figure 15), ce qui avait aussi été montré dans notre laboratoire 
(Bianco et al, 2014b). Pour ce qui est de la lignée D2A1, l’effet des ARNsh sur la prolifération 
n’est pas aussi drastique que pour la lignée humaine. En effet, on peut observer un 
ralentissement de la prolifération lorsque LRH-1 est déplété (figure 16). Afin de pouvoir 
déterminer l’ampleur de la réduction, nous avons mesuré la vitesse de croissance en faisant 
passer une droite dans la partie exponentielle de la courbe sigmoïde (chiffres sur la figure 16). 
La vitesse de croissance du contrôle est près de deux fois plus rapide que les lignées traitées 




déplété, la croissance cellulaire est stoppée chez la lignée cellulaire humaine, mais ralentie chez 
la lignée cellulaire murine. Bien que l’abondance des ARNm de Ccnd1 et Cdkn1a ne donne pas 
les résultats escomptés tels les essais avec le ML180, les essais de prolifération soutiennent le 
rôle de LRH-1 dans la prolifération cellulaire comme il a été démontré dans divers cancers 
(Botrugno et al, 2004 ; Chand et al, 2012 ; Xiao et al, 2018 ; Xu et al, 2015). 
En regardant maintenant la migration cellulaire, nous l’avons testée de deux façons. D’abord en 
chambre de Boyden, ce qui permettait de compter le nombre de cellules qui migrent vers le 
milieu avantageux (FBS+) après 24 h, ainsi que par migration à travers la plaie pour évaluer la 
densité de cellules qui la recouvre après 24 h. D’abord, pour la lignée MDA-MB-231, la 
moyenne de cellules qui ont migré après 24 h a diminué de façon significative pour les deux 
ARNsh, le shNr5a2 #1 ayant un effet plus important que le shNr5a2 #2 (figure 17B). Ceci vient 
mettre l’appui sur le rôle de LRH-1 dans le caractère agressif des modèles TN (Bianco, travaux 
en cours ; Pang et al, 2017). Le même scénario se retrouve dans la lignée D2A1, mais le shNr5a2 
#2 n’a pas réduit de façon significative la moyenne des cellules qui ont migré (figure 17A). Ceci 
peut s’expliquer par le fait que l’un de ces réplicats biologiques était l’un de ceux qui n’avaient 
pas réduit l’abondance en ARNm de LRH-1 (figure 12A, triangle noir le plus haut). On peut 
être sûr que ces deux ARNsh sont efficaces à réduire la migration des cellules lorsqu’on regarde 
la migration à travers la plaie, où les deux shNr5a2 ont diminué de façon significative la densité 
relative recouverte après 24 h (figure 18). Ce test n’a pas pu être fait avec la lignée MDA-MB-
231 puisque cette lignée ne croît plus du tout après l’infection comme on l’a vu dans le test de 
prolifération, ce qui rendait impossible de produire une confluence de 100 % pour pouvoir faire 
la plaie. Pris ensemble, nos résultats démontrent que l’inhibition de LRH-1, même partielle, 
contribue à diminuer les capacités migratoires chez nos lignées cellulaires. Ceci appuie les 
résultats obtenus avec le ML180 et ce qui a déjà été observé dans le cancer du pancréas (Lin et 




En résumé, les ARN interférents sont prometteurs également pour dépléter LRH-1 dans la lignée 
humaine MDA-MB-231, mais beaucoup de travail reste à faire pour la lignée D2A1 concernant 
l’efficacité de déplétion des ARNsh. Il sera nécessaire d’exécuter plusieurs contrôles avec les 
plasmides utilisés. En effet, il pourrait y avoir un problème avec les plasmides pPAX2 et 
pMD2G. On peut observer dans la figure 35 (annexe B) que la digestion enzymatique de pPAX2 
donne des fragments de grandeur qui ne correspondent pas à ce qui est attendu (annexe B, figure 
33). Tandis que la non-digestion de pMD2G et sa digestion par SpeI donnent le même nombre 
de fragments (annexe B, figure 35), ce qui ne correspond pas à ce qui devrait être attendu non 
plus (annexe B, figure 34). Ceci pourrait affecter la qualité de la déplétion de la lignée D2A1, 
pourtant il n’a pas eu d’impact sur la déplétion de LRH-1 dans les MDA-MB-231, alors que les 
deux plasmides ont été utilisés pour toutes les infections.  
4.1.3 Le fibroblaste : un élément prometteur du microenvironnement 
tumoral 
L’impact du microenvironnement tumoral sur les cellules cancéreuses est admis depuis 
plusieurs années par la communauté scientifique. Nous savons qu’il existe plusieurs relations 
réciproques entre les cellules tumorales et les composants du stroma qui contribuent à l’initiation 
et la progression tumorale (Balkwill et al, 2012). Parmi les nombreux éléments que compose cet 
environnement, les fibroblastes sont les cellules présentes en grande majorité. Ces fibroblastes 
stimulés par les cellules tumorales à modifier leur phénotype pour devenir des CAFs vont 
contribuer à la malignité de la masse tumorale.  
Dans le cadre de mon projet, nous avons étudié le sécrétome de tels CAFs sur nos cellules 
tumorales murines (D2A1) et humaines (MDA-MB-231). Pour ce faire, nous avons utilisé le 
sécrétome des fibroblastes NIH/3T3. Comme nous l’avions déjà mentionné, les NIH/3T3 ne 




1968). Toutefois, il a été démontré que les NIH/3T3 expriment certains marqueurs des CAFs 
comme l’actine SMA-α (Leavitt et al, 1985). Ils sont grandement utilisés par le laboratoire du 
Pr Benoît Paquette (Ph. D.) où ils stimulent la migration et l’invasion des cellules tumorales TN 
dans des essais in vitro (Paquette et al, 2011). De plus, une étude récente a démontré que ces 
fibroblastes stimulent l’angiogenèse dans des essais in vitro également (Lee et al, 2018). Pour 
toutes ces raisons, nous avons également pris ce modèle cellulaire murin pour simuler l’effet 
des CAFs dans nos essais.  
Tout d’abord, nous nous sommes penchés sur le phénotype de prolifération. L’essai consistait à 
l’ensemencement des cellules à faible confluence dans les milieux décrits au point 2.4, soit le 
sécrétome des NIH/3T3 (Fibros), une dilution de ce dernier (½Fibros) ainsi que les contrôles 
positif (FBS+) et négatif (FBS-). L’évolution de la confluence a été suivie sur dix jours. Nous 
en avons soutiré que seul le contrôle positif comprenant tous les éléments pour la culture 
cellulaire a permis la croissance des cellules autant pour la lignée D2A1 (figure 20) que MDA-
MB-231 (figure 21). Toutefois, en migration par chimioattraction, le sécrétome des fibroblastes 
embryonnaires a stimulé la migration des cellules D2A1 au même niveau que le contrôle positif, 
et ce, sans la présence de FBS dans leur milieu (figure 22A). Ce n’est pas toutefois pas le cas 
pour la lignée MDA-MB-231 (figure 22B). En vérifiant la migration à travers la plaie sur le 
temps pour la lignée D2A1, nous avons pu observer qu’au bout de 24 h, la migration était au 
même niveau que le contrôle positif (figure 24C), comme dans le test en chambre de Boyden. 
Chose intéressante, c’est qu’à des heures antérieures, on peut observer une migration plus 
importante pour le milieu Fibros que le contrôle positif FBS+ à 6 et 12 heures (figure 24A, B). 
Nous pouvons donc suggérer que le sécrétome des NIH/3T3 stimule de façon plus efficace la 
migration des cellules que le FBS, mais semble s’épuiser plus rapidement ce qui amène les 
cellules cancéreuses dans le contrôle positif à rattraper celles du milieu de fibroblastes.  
Ces résultats nous permettent de suggérer plusieurs choses. D’abord, le sécrétome n’affecte pas 




les cellules cancéreuses ont déjà la capacité de proliférer de façon aberrante à l’intérieur du canal 
mammaire. Nous pouvons donc assumer que la présence des CAFs dans l’environnement 
immédiat des cellules tumorales ne les ‘’nourrit’’ pas, mais nous pouvons plutôt penser qu’avec 
leurs fonctions de remodelage de la MEC, ils permettent l’accessibilité de nutriments aux 
cellules, mais ils n’en sécrètent pas directement. Toutefois, comme plusieurs études l’ont 
démontré, les CAFs contribuent de façon significative à la migration des cellules par les 
nombreuses fonctions liées au remodelage de la MEC, mais également la sécrétion de facteurs 
qui vont engendrer des voies de signalisation pour promouvoir la motilité des cellules 
cancéreuses dans l’environnement dense qui a été construit autour d’eux (Gaggioli et al, 2007 ; 
Santi et al, 2018 ; Tang et al, 2016). 
Le sécrétome des NIH/3T3 n’affecte toutefois pas la lignée MDA-MB-231, autant au niveau de 
la prolifération comme son homologue murin, mais également au niveau de la migration au 
contraire de D2A1. Ceci pourrait s’expliquer par deux hypothèses. La première se base sur le 
principe de conservation à travers les espèces. En effet, il peut manquer de spécificité entre les 
molécules sécrétées par les fibroblastes murins et les récepteurs humains des cellules 
cancéreuses. Par exemple, selon le site NCBI blast, les molécules de TGF-β1, un des facteurs 
les plus abondants du sécrétome des CAFs, sont à 89 % semblable entre les souris et les 
humains. Cependant, pour une autre molécule normalement sécrétée par les CAFs comme 
l’EGF, la ressemblance est seulement de 61 %. Ce manque de conservation pourrait expliquer 
que le sécrétome des NIH/3T3 n’a eu aucun impact sur les MDA-MB-231.  
La deuxième hypothèse fait référence à un principe d’indépendance des cellules cancéreuses. 
Ce principe stipule que les cellules cancéreuses gagnent en indépendance lors de la progression 
tumorale. Les cellules dépendent donc beaucoup des fibroblastes et du milieu environnant au 
début de la tumorigenèse, mais au fur et à mesure que les cellules progressent et deviennent 
métastatiques, elles sont alors indépendantes et peuvent avec une plus grande facilité à former 




provient d’un carcinome non invasif chez la souris (annexe A, figure 26), mais la lignée MDA-
MB-231 provient d’un nodule pulmonaire (annexe A, figure 28). Nous avons donc une lignée 
qui serait encore dépendante de son milieu d’origine et donc réagit à la stimulation du sécrétome 
des NIH/3T3, et nous avons une lignée métastatique qui s’est développée dans un autre organe 
de façon tout à fait indépendante. Ceci pourrait expliquer pourquoi la lignée MDA-MB-231 
n’est pas affectée par le sécrétome des NIH/3T3.  
Finalement, pour savoir si le sécrétome des fibroblastes affecte l’activité de LRH-1, nous avons 
étudié les phénotypes de prolifération et de migration des lignées cellulaires lorsqu’elles sont 
déplétées pour LRH-1. Étant donné que la prolifération n’a pas été affectée dans les lignées 
contrôles, nous n’avons également vu aucun changement avec les lignées déplétées (résultats 
non présentés). Au niveau de la migration, nous n’avons également observé aucun changement 
pour la lignée MDA-MB-231 déplétée (figure 23B). Cependant, du côté de la lignée D2A1, 
lorsque les cellules sont déplétées pour LRH-1, la migration est réduite de presque moitié pour 
les deux ARNsh en chambre de Boyden (figure 23A), mais uniquement pour le shNr5a2 #1 en 
migration par plaie après 24 h (figure 25). Ce dernier résultat peut s’expliquer par certains 
réplicats biologiques dont la déplétion n’a pas été optimale comme nous en avons déjà discuté 
précédemment (point 4.1.2).  
Ceci suggère qu’il pourrait avoir un lien avec le sécrétome des CAFs et LRH-1. Toutefois, il 
serait nécessaire d’avancer davantage la recherche pour pouvoir conclure à un lien. Il serait 
pertinent d’identifier les molécules présentes dans le sécrétome des NIH/3T3 et faire la 
comparaison avec des CAFs par précipitation protéique et spectrométrie de masse. Une étude 
similaire avait été faite (Leavitt et al, 1985), mais celle-ci a été réalisée avec des fibroblastes 





4.2 Conclusion générale 
Comme ce projet comporte trois grandes parties, nous pouvons en tirer trois grandes 
conclusions. D’abord, la drogue ML180 semble efficace pour la réduction de l’abondance 
protéique de LRH-1 lorsque ce dernier est exprimé par les cellules cancéreuses murines. Ensuite, 
la déplétion de LRH-1 pour la lignée murine est encore à optimiser pour atteindre une constance 
de résultats, mais nous pouvons suggérer que la déplétion affecte la prolifération des cellules, 
de façon plus importante chez l’humain, et affecte également la migration. Finalement, les 
expériences impliquant les NIH/3T3 nous suggèrent que leur sécrétome n’affecte pas la 
prolifération des cellules, mais bien la migration des cellules cancéreuses murines seulement. 
Ainsi, LRH-1 jouerait bien un rôle sur la prolifération et la migration, et ce probablement par 
des voies de signalisation différentes puisque le sécrétome des CAFs pourraient être impliqué 
que dans la voie menant à la migration.  
Ce projet s’inscrit dans le cadre d’un autre projet visant à développer un modèle in vivo. De 
nombreuses études in vivo utilisent des modèles de xénogreffe, c’est-à-dire la transplantation 
d’un greffon d’une espèce animale dans une autre espèce, plus précisément des cellules 
humaines dans des souris immunodéficientes. Ce modèle a de nombreux avantages, car les 
cellules humaines sont souvent mieux caractérisées et leurs réponses aux traitements peuvent 
plus facilement être appliquées aux cas cliniques. Toutefois, l’immunodéficience nécessaire 
pour éviter le rejet du greffon fait ainsi fi de la réaction inflammatoire qui joue un rôle important 
dans la tumorigenèse. C’est pourquoi une partie de mon projet permit de caractériser la lignée 
cancéreuse murine TN D2A1 en la comparant à la lignée humaine TN MDA-MB-231 dans des 
essais in vitro afin d’être éventuellement utilisée à construire un modèle in vivo sans 
immunodéficience. Il n’en demeure pas moins que plusieurs tests de validation doivent être faits 
avant de se lancer dans un modèle in vivo, mais mes résultats soutiennent l’hypothèse selon 





ANNEXE A – Historique des cellules cancéreuses utilisées dans le 
projet de recherche. 
 
Figure 25 : Présentation de la lignée murine MC7-L1.  
À gauche, le schéma illustrant l’élaboration du modèle cellulaire au cours des années. À droite, 
photographie des cellules utilisées dans le projet. ER, récepteur de l’œstrogène; PR, récepteur 





Figure 26 : Présentation de la lignée murine D2A1.  
À gauche, le schéma illustrant l’élaboration du modèle cellulaire au cours des années. À droite, 





Figure 27 : Présentation de la lignée murine 4T1.  
À gauche, le schéma illustrant l’élaboration du modèle cellulaire au cours des années. À droite, 





Figure 28 : Présentation de la lignée humaine MDA-MB-231.  
À gauche, le schéma illustrant l’élaboration du modèle cellulaire au cours des années. À droite, 
photographie des cellules utilisées dans le projet.  
 
Figure 29 : Présentation de la lignée murine NIH/3T3.  
À gauche, le schéma illustrant l’élaboration du modèle cellulaire au cours des années. À droite, 




Annexe B – Informations complémentaires des ARN interférents 
Tableau 1 : Liste des ARN interférents utilisés contre LRH-1 et leur séquence cible.  
Espèce Appellation 
utilisée 
Identité clonale Séquence cible 
Humaine G11 TRCN0000019656 GCGTTGTCCTTACTGTCGTTT 
G12 TRCN0000019657 GCTGGACTACACAATGTGTAA 
Murine E3 TRCN0000025966 GCAGAAGACTACCTGTACTAT 
E4 TRCN0000025985 CCCACAACAGACTGAGAAATT 
E5 TRCN0000026039 GCGGGAGTTTGTATGTCTCAA 
E6 TRCN0000025971 GCCTCAAGTTCAAGCGAAGAT 
E7 TRCN0000026050 CCCTATAATAACCTCCTCATT 
 
 
Figure 30 : Alignement des séquences des ARN interférents contre LRH-1. 
Alignement des séquences des ARNsh murins (E3 à E7) sur les ARN connus (noir) ou prédits 
(bleu) de Nr5a2 (A) et des ARNsh humains (G11 et G12) sur les ARN connus de NR5A2 (B) 





Figure 31 : Carte du plasmide pLKO.  
Schéma modifié provenant d’Addgene (#10 878; http://n2t.net/addgene:10878). La flèche grise 
indique le site d’EcoRI et les flèches noires indiquent les sites de PvuII visés par la digestion 
enzymatique. La digestion par EcoRI devrait donner un fragment de 7032 kilobases (kb), alors 





Figure 32 : Carte du plasmide pLVTHM.  
Schéma modifié provenant d’Addgene (#12 247; http://n2t.net/addgene:12247). La flèche grise 
indique le site d’EcoRI et les flèches noires indiquent les sites de XhoI visés par la digestion 
enzymatique. La digestion par EcoRI devrait donner un seul fragment de 11 085 kb, alors que 






Figure 33 : Carte du plasmide pPAX2.  
Schéma modifié provenant d’Addgene (#12 260; http://n2t.net/addgene:12260). Les flèches 
grises indiquent les sites d’EcoRI et les flèches noires indiquent les sites de XbaI visés par la 
digestion enzymatique. La digestion par EcoRI devrait donner des fragments de 6329 et 4374 






Figure 34 : Carte du plasmide pMD2G. 
Schéma modifié provenant d’Addgene (#12 259; http://n2t.net/addgene:12259). Les flèches 
grises indiquent les sites d’EcoRI et les flèches noires indiquent les sites de SpeI visés par la 
digestion enzymatique. La digestion par EcoRI devrait donner des fragments de 4153 et 1671 










Figure 35 : Digestion enzymatique des plasmides pLKO, pLVTHM, pPAX2, pMD2G et 
les cinq candidats d’ARN interférents murins contre LRH-1.  
Digestion enzymatique des différents plasmides utilisés pour la production de virus contenant 
les ARN interférents. La première partie a été effectuée ensemble et les deux autres proviennent 




ANNEXE C – Informations complémentaires des protocoles 
expérimentaux. 
Tableau 2 : Composants détaillés pour la rétrotranscription (RT).  
Composants Quantités par puits (µL) 
Tampon du MMLV (5 X) 5 
MMLV 0,2 
dNTP (10 nM) 1,25 
Eau stérile 10,55 
Total 17 
µL, microlitres; nM, nanomoles; 5 X, concentré cinq fois; MMLV, enzyme transcriptase 
inverse; dNTP, nucléotides triphosphates. 
Tableau 3 : Composants détaillés du mélange pour la réaction de polymérisation en chaîne 
quantitative (qPCR). 
Composants Quantités (µL) 
Tampon de qPCR 249 
dNTP (10 nM) 24,9 
Taq it 1,556 
Eau stérile 656,12 
DMSO (50 %) 37,34 
Sybr (10 X) 31,34 
Total 1 mL 
mL, millilitres; µL, microlitres; %, pourcentage; 10 X, concentré dix fois; dNTP, nucléotides 




Tableau 4 : Liste des amorces humaines utilisées pour le qPCR. 
Gène cible Sens Amorce 
CCND1 F GCTGTGCATCTACACCGACA 
R CCACTTGAGCTTGTTCACCA 
CDKN1A F GACTCTCAGGGTCGAAAACG 
R GGCGTTTGGAGTGGTAGAAA 
HPRT F TCCTTGGTCAGGCAGTATAAT 
R GTCAAGGGCATATCCTACAAC 
MYC F TTCGGGTAGTGGAAAACCAG 
R CACCGAGTCGTAGTCGAGGT 
NR5A2 F GGGTACCATTATGGGCTCCT 
R TGTCAATTTGGCAGTTCTGG 
RPLP0 F GCGACCTGGAAGTCCAACTA 
R ATCTGCTGCATCTGCTTGG 
RPS28 F CGATCCATCATCCGCAATG 
R AGCCAAGCTCAGCGCAAC 
TBP F CCGGCTGTTTAACTTCGCTT 
R TTTTCCTAGAGCATCTCCAGC 
VEGFA F CCTTGCTGCTCTACCTCCAC 
R ATGATTCTGCCCTCCTCCTT 




Tableau 5 : Liste des amorces murines utilisées pour le qPCR.  

























































Tableau 6 : Solutions d’extraction protéique pour l’immunobuvardage 





HEPES pH 7,9 (1 M) 150 µL (10 mM) 200 µL (20 mM)  
NaCl (5 M) - 800 µL (0,4 M)  
KCl (2 M) 50 µL (10 mM) -  
EDTA (0,5 M) 3 µL (0,1 mM) 20 µL (1 mM)  
EGTA (0,25 M) 6 µL (0,1 mM) 40 µL (1 mM)  
Eau stérile 15 mL 10 mL  
Ajout au moment de l’extraction 
DTT (1 M) 1 µL/mL 
PMSF (100 X) 10 µL/mL 
Cocktail d’IP (100 X) 10 µL/mL 
µL, microlitres; mL, millilitres; M, moles; mM, millimoles; 100 X, concentration cent fois; 
HEPES, 4-(2-hydroxyéthyl)-1-piperazineéthanesulfonique; NaCl, chlorure de sodium; KCl,  
chlorure de potassium; EDTA, acide éthylenediaminetetraacétique; EGTA, acide 
éthylèneglycol-bis-(amino-2-éthyléther)-N,N,N′,N′-tétraacétique; DTT, dithiothreitol; PMSF, 





ANNEXE D – Sélection des ARN interférents pour la lignée 
murine D2A1. 
 
Figure 36 : Abondance relative de l’ARNm de LRH-1 des cellules cancéreuses 
murines D2A1 déplétées ou non pour LH-1 avec les cinq candidats d’ARN 
interférents.  

















































































Figure 37 : Immunobuvardage contre LRH-1 des cellules cancéreuses murines D2A1 
déplétées ou non pour LRH-1 avec les cinq candidats d’ARN interférents. 
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